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Keksintd koskee uusien kaavan I mukaisten peptidien ja niiden
farmaseuttisesti hyviksyttdvien happoadditiosuolojen valmistus-
ta,

X—Rl-RZ-R3-Ser-Tyr—R6-Leu-Arg—Pro-R1O—NH2 (1
jossa kaavassa X on asyyliryhmd, joka on johdettu suoraketjui-
sesta tai haarautuneesta, alifaattisesta tai alisyklisestd kar-
boksyylihaposta, jossa on 1 - 7 hiiliatomia; tai karbamoyyli-~
ryhmd, R1 on D- tai L-Pro, D- tai L- CG—Pro, D-Phe, D-Phe(4-H1l),
D-Ser, D-Thr, D-Ala, D-Nal(l) tai D-Nal(2}, R2 on D-Phe tai
D-Phe(4-H1), R’ D-Trp, D-Phe, D-Pal(3), D-Nal(l) tai D-Nal(2),

R® on D-Cit, D-Hci, D-Cit(Q) tai D-Hci(Q) ja R'® on Gly tai D-aAla,
jelloin Hl on fluori, kloori tai bromi ja Q on C173—alkyyli. Na-
mi yhdisteet ovat LHRH-antagonisteja.

Uppfinningen avser framstdllning av nya peptider med formeln I

och farmaceutiskt godtagbara syraadditionssalter dérav,

X—R1—R2-R3-—Sor—Tyr-RG-Leu-Arg-Pro-R1O-NH2 (1)
i vilken formel X 4r en acylgrupp, som Hr hdrledd fran en rakked-
jad eller foérgrenad, alifatisk eller alicyklisk karboxylsyra med
1 - 7 kolatomer; eller en warbamoylgrupp, R1 ir D- eller L-Pro,
D- eller L- A3-pro, D-Phr, D-Phe(4-Hl), D-Ser, D-Thr, D-Ala,
D-Nal(1) elier D-Nal(l}, ?l jr D-Phe eller D-Phe(4-Hl), R3 4r
D-Trp, D-Phe, D-Pall(3}), 1-Nal(1) eller D-Nal(2), RG 4r D-Cit,
D-Hci, D-Cit{Q) eller D-ilci (Q) och R10 ir Gly eller D-Ala, varvid
H1 &r fluor, klor ecller brom och Q &r C1_3-alkyl. Dessa fére-

ningar Ar LiIIRH-antasonistaer,
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Menetelma uusien terapeuttisesti k&dyttbkelpoisten pepti-

dien valmistamiseksi

Tama keksintd koskee menetelm&i uusien peptidien
5 valmistamiseksi, jotka estévdt nis#kk&#ills gonadotropii-
nien vapauttamista aivolis#kerauhasesta aiheuttamatta
kuitenkaan turvotusvastavaikutuksia. Erityisesti t#mi
keksint® koskee menetelmdd luteinisoivaa hormonia vapaut-
tavan hormonin (LHRH), jolla on kaava
10
p-Glu-His-Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu-Arg-Pro~Gly—NHp

analogien ja niiden suolojen valmistamiseksi.
Y1li 15 vuoden ajan ovat tutkijat etsineet selek-
15 tiivisesti tehokkaita LHRH-dekapeptidin antagonisteja [M.
Karten ja J.E. Rivier, Endocrine Reviews, 7, 44 - 66
(1986)]. Suuri kiinnostus sellaisia antagonisteja kohtaan
perustuu niiden h&ydyllisyyteen endokrinologian, gyneko-
logian, raskauden ehk#disyn ja sy®vén alalla. On valmis-
20 tettu suuri md8rd yhdisteitd potentiaalisina LHRH:n anta-
gonisteina. Kiinnostavimpia t&h#n mennessi 1ldydettyja an-
tagonisteja ovat ne yhdisteet, joiden rakenne edustaa
LHRH-rakenteen muunnelmaa.
Ensimmdinen sarja tehokkaita antagonisteja saatiin
25 sijoittamalla aromaattisia aminohappoji#nn®ksii asemiin
1, 2, 3 ja 6 tai 2, 3 ja 6. Yhdisteet kuvataan LHRH:na,
Jjossa alkuperdisten aminohappojéinnSsten korvaaminen
muilla on ilmaistu yl#dindeksien avulla. Tunnettuja anta-
gonisteja ovat:
30 [Ac-D-Phe(4-Cl1)*?,D-Trp*®JLHRH (D.H. Coy et al.,
julkaisussa: Gross, E. ja Meienhofer, J. (toimittajat),
o Peptides, Proceedings of the 6th American Peptid Sympo-
EAEH sium, s. 775 - 779, Pierce Chem. Co., Rockville, Il.,
""" 1979);
:*.r, 35 [Ac-Pro’, D-Phe(4-Cl)?, D-Nal(2)*®]JLHRH (US-pa-
tentti no. 4 419 347) ja
[Ac-A3-Pro', D-Phe(4-Cl1)?, D-Trp*®]JLHRH (J.L. Pi-
neda et al., J. Clin. Endocrinol. Metab. 56, 420, 1983).
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Antagonistien vesiliukoisuuden lisddmiseksi sijoi-
tettiin myShemmin emdksisi& aminohappoja, kuten esimer-
kiksi D-Arg, 6-asemaan. Esimerkiksi [Ac-D-Phe(4-Cl)%-?,
D-Trp®, D-Arg®, D-Ala'’]JLHRH (ORG-30276) (D.H. Coy et al.,
Endocrinology, 100, 1 445, 1982); ja

[Ac-D-Nal(2)?, D-Phe(4-F)?, D-Trp’, D-Arg®]LHRH
(ORF 18260) (J.E. Rivier et al., julkaisussa: Vickery
B.H., Nestor, Jr. J.J., Hafez, E.S.E. (toimittajat), LHRH
and Its Analogs, s. 11 - 22, MTP Press, Lancaster, UK,
1984).

Analogit eivdt osoittaneet ainoastaan odotettua
parantunutta vesiliukoisuutta, vaan niilld ilmeni my&s
parantunut antagonistinen vaikutus. N&m& erittdin tehok-
kaat, hydrofiiliset analogit, joissa on D-Arg ja muita
emiksisid sivuketjuja 6-asemassa, aiheuttivat kuitenkin
ohimenevdn turvotuksen muodostumista kasvoihin ja raajoi-
hin, kun niit4 annettiin rotille annoksina 1,25 tai 1,5
mg/kg ihon alle (F. Schmidt et al., Contraception, 29,
283, 1984; J.E. Morgan et al., Int. Archs. Allergy Appl.
Immun. 80, 70, (1986). Koska turvotusta aiheuttavien vai-
kutusten esiintyminen rotilla ndiden antagonistien anta-
misen jdlkeen synnytti epdilyksi8 niiden turvallisuudesta
ihmisten kdyt8ssd ja siten jarrutti ndiden l&&kkeiden ot-
tamista kliiniseen kdyttddn, on toivottavaa kehittdd an-
tagonistisia peptidejd, joilla ei ole n#ditd sivuvaikutuk-
sia.

Keksinndn mukaisesti valmistetut peptidit ovat
LHRH:n antagonisteja, joilla on emdksisten peptidien pa-
rantunut vesiliukoisuus ja suuri antagonistinen tehok-
kuus, mutta joilla ei ole turvotusta synnyttdvi& vaiku-
tuksia. N&am4 yhdisteet estdvdt erittéin tehokkaasti gona-
dotropiinien vapauttamista aivolis#dkerauhasesta nisdk-
k&illd mukaan luettuna ihmiset.

Esilld oleva keksint® koskee menetelmé#d yhdistei-
den valmistamiseksi, joilla on kaava

X-R'-R*-R’-Ser-Tyr-R°-Leu-Arg-Pro-R°-NH, (1)
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jossa

X on asyyliryhmd, joka on saatu 1 - 7 hiiliatomia
sisdltdvien, alifaattisten tai alisyklisten karboksyyli-
happojen suorista tai haarautuneista ketjuista, tai kar-
bamoyyliryhmi,

R’ on D- tai L-Pro, D- tai L-A’-Pro, D-Phe,
D-Phe(4-Hl), D-Ser, D-Thr, D-Ala, D-Nal(1l) tai D-Nal(2),

R’ on D-Phe tai D-Phe(4-H1),

R’ on D-Trp, D-Phe, D-Pal(3), D-Nal(l) tai
D-Nal(2),

R® on D-Cit, D-Hci, D-Cit(Q) tai D-Hci(Q) ja

R on Gly tai D-Ala,
jolloin H1l on fluori, kloori tai bromi ja Q on C,_,-alkyy-
1li, tai sen farmaseuttisesti hyvéksyttdvien happoadditio-
suolojen valmistamiseksi, jolloin menetelmille on tunnus-
omaista, etta

peptidikemiassa tavallisen fragmenttikondensaation
avulla kondensoidaan vastaavat peptidifragmentit tai

peptidi rakennetaan asteittain lahtbaminohapoista
peptidikemiassa tavallisen faramgnettikondensaation awvul-
la tai kaavan I mukaisessa peptidissd, jossa R® on D-Orn
tai D-Lys, D-Orn:n tai D-Lys:n vapaa aminoryhm3 muutetaan
saattamalla reagoimaan alkalisyanatin kanssa tai yhdis-
teen kanssa, joka tuottaa syanaatin, tai C,.;-alkyyli-iso-
syanaatin kanssa ureidoryhmi#ksi Jja

saadut peptidit mahdollisesti asyloidaan ja/tai
muutetaan amideiksi ja

mahdollisesti muutetaan fysiologisesti vaaratto-
miksi happosuoloiksi.

Keksinndn mukaisessa menetelmissi syntyy védlipep-
tidej& tai védlipeptidihartseja, joilla on kaava

X,-R'-R*-R’-Ser(X*)-Tyr(X®)-R"(X®)-
Leu-Arg(Xx®)-R!°-NH-x!° II

jossa
X, on asyyliryhm8, joka on saatu 1 - 7 hiiliatomia
sisdltdvien alifaattisten tai alisyklisten karboksyyli-
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happojen suorista ja haarautuneista ketjuista (erityises-
ti asetyyli), t-Boc, vety tai karbamoyyli,

X' on Ser-hydroksiryhm#n suojaryhmd (esimerkiksi
bentsyyli, 2,6-diklooribentsyyli),

X’ on Tyr-fenolihydroksyyliryhmén suojaryhmd (esi-
merkiksi bentsyyli, 2,6-diklooribentsyyli, 2-kloori(2-
bromi )-bentsyyliloksikarbonyyli; bentsyyliloksikar-
bonyyli),

X% on Lys- tai Orn-sivuketjuaminoryhmén suojaryh-
m4 (bentsyylioksikarbonyyli, 2-klooribentsyylioksikarbo-
nyyli),

X® on Arg-guanidinoryhm#n suojaryhm#& (NO,, Tos),

X!° on bentshydryyli- tai metyylibentshydryyliryh-
mid sisdltdvd kantajahartsi,

R' on D- tai L-Pro, D- tai L-A’-Pro, D-Phe,
D-Phe(4-Hl1), d-Ser, D-Thr, D-Ala, D-Nal(l) tai D-Nal(2),

R’ on D-Phe tai D-Phe(4-Hl),

R® on D-Trp, D-Phe, D-Pal(3), D-Nal(l) tai
D-Nal(2),

R'® on D-Lys tai D-Orn, D-Cit, D-Hci, D-Cit(Q) tai
D-Hci(Q) ja

R* on Gly tai D-Ala, jolloin Hl on fluori, kloori
tai bromi.

Erddn menettelytavan mukaan esimerkiksi muutetaan
kaavan II mukainen peptidi, jossa R'® on D-Lys tai D-Orn
ja X°® on vety, syanaatin tai yhdisteen, joka tuottaa sya-
naatin (syanaattildhde), avulla kaavan III mukaiseksi
peptidiksi:

X,-R*-R?-R®-Ser (X*)-Tyr(X*)-R"*-
Leu-Arq(X®)-Pro-R!°~-NH-X*!° III

jossa symboleilla X,, R*, R?, R}, X', x°, X°, R® ja X'° on
ilmoitetut merkitykset ja R™® on Cit, Hci, Cit(Q) tai
Hci(Q). T&m# reaktio suoritetaan mieluimmin, kun X, on
asyyli ja kaikki muut jd&nndkset X on vety.

Sopivia syanaatteja tai syanaatin tuottavia yhdis-

teitd ovat: alkalisyanaatit (esimerkiksi kaliumsyanaat-
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ti), N-alempialkyyli-isosyanaatti (N-etyyli-isosyanaat-
ti). Kaavan II mukaiset peptidit syntetisoidaan mieluim-
min tunnetun kiinte&dfaasitekniikan avulla. Muuttaminen
syanaateilla tai syanaatin tuottavilla yhdisteill3 suori-
tetaan liuottimissa, mieluimmin aproottisissa liuottimis-
sa kuten esimerkiksi vesipitoisessa DMF:ssa, lémpdttilois-
sa vdliltd O - 50 °C, mieluimmin O - 25 °C.

T&m&n reaktion edistymistd, toisin sanoen Orn/
Lys-peptidien muuttumista vastaaviksi Cit/Hci-peptideik-
si, voidaan helposti seurata HPLC:n avulla MeCN-vesipi-
toisissa TFA-systeemeissd, johtuen Cit/Hci- ja esimerkik-
si Cit(etyyli)/Hci(etyyli)peptideille tunnusomaisesta re-
tentioajan pidentyneisyydestd 2,6 + 0,3 minuutilla ver-
rattuna vastaaviin Orn/Lys-peptideihin.

Kaavan I mukaisia peptidejd, joissa X on asyyli-
ryhmd, saadaan suoraan suorittamalla lohkaiseminen ja
suojauksen poistaminen kaavan II mukaisille v#lipeptidi-
hartseille, joissa X, on asyyliryhm# ja R"® on D-Cit,
D-Hci, D-Cit(Q) tai D-Hci(Q), ja kaavan I mukaisia pepti-
dej&, joissa X on karbamoyyliryhm#, saadaan kaavan II mu-
kaisista peptidihartseista, joissa X, on vety tai Boc,
nimittdin lohkaisemalla ja poistamalla suojaus ja sen
jdlkeen karbamoyloimalla.

Gonadotropiinia vastaan vaikuttava farmaseuttinen
valmiste aikaansaadaan sekoittamalla kaavan I mukaista
yhdistettd farmaseuttisesti hyv#ksyttdvin kantaja-aineen
kanssa, mukaan luettuna mikropalloset hidastettua vapaut-
tamista varten.

Peptidien m8&rittelyyn kdytetty nimistd on yhtdpi-
tdvd biokemian nimistdd kdsitelleen IUPAC-IUB-komitean
esitt8mdn nimistén kanssa (European J. Biochem., 1984,
138, 9 - 37), jolloin yhdenmukaisesti totunnaisen esitys-
tavan kanssa N-pddssd olevan aminoryhm#t esiintyvit va-
semmalla ja C-pddn karboksyyliryhmd oikealla. Ilmausta
luonnolliset aminohapot kaytetdidn yleisesti luonnollises-
ti esiintyvistd aminohapoista, joita on proteiineissa ja
Jjotka kédsittévidt aminohapot Gly, Ala, Val, Leu, Ile, Ser,
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Thr, Lys, Arg, Asp, Asn, Glu, Gln, Cys, Met, Phe, Tyr,
Pro, Trp ja His. Yksittdisistd8 aminohappoj&inntksistd
kdytetyt lyhennykset perustuvat aminohappojen triviaali-
nimiin ja ovat Ala, alaniini; Arg, arginiini; Cit, sit-
rulliini; Gly, glysiini; Hci, homositrulliini; Leu, leu-
siini; Lys, lysiini; Pal(3), 3-(3-pyridyyli)alaniini:
Nal(2), 3-(2-naftyyli)alaniini; Nal(1l), 3-(l-naftyyli)-
alaniini, Orn, ornitiini; Phe, fenyylialaniini;
Phe(4-Cl), 4-kloorifenyylialaniini; Phe(4-F), 4-fluori-
fenyylialaniini; Pro, proliini; Ser, seriini; Trp, tryp-
tofaani ja tyr, tyrosiini. Kaikki t#ssi kuvatut aminoha-
pot kuuluvat L-sarjaan, ellei toisin ole mainittu, esi-
merkiksi D-Trp tarkoittaa D-tryptofaania ja D-Nal(2) tar-
koittaa 3-(2-naftyyli)-D-alaniinia. D-Cit(Q) tai D-Hci(Q)
tarkoittaa, ettd sitrulliinin (homositrulliinin) ureido-
osan aminoryhm&n H-atomi on korvattu alkyyli-ryhm&lls Q.
Muita kdytettyj& lyhennyksis ovat

AcOH etikkahappo

AcCOEt etyyliasetaatti

Ac,0 etikkahapon anhydridi

Boc- tert. butyylioksikarbonyyli-
DIC di-isopropyylikarbodi-imidi
DIEA N,N-di-isopropyylietyyliamiini
DMF dimetyyliformamidi

HoBt l1-hydroksibentseenitriatsolihydraatti
HPLC korkeapainenestekromatografia
MeOH metyylialkoholi

TEA trietyyliamiini

DCC disykloheksyylikarbodi-imidi
MeCN asetonitriili

IpOH isopropanoli

Z(2-Cl) 2-klooribentsyylioksikarbonyyli
DCB 2,6-diklooribentsyyli

Tos p-tolueenisulfonyyli

TFA trifluorietikkahappo

yA bentsyylioksikarbonyyli
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Erityisen hyvind pidet#din kaavan I mukaisia LHRH-
analogeja, joissa;
X on asetyyli tai karbamoyyli,

R! on D-Phe(4-Cl), D-Nal(2), Pro tai D-Phe,

R? on D-Phe(4-Cl) tai D-Phe (4-F),

R® on D-Trp tai D-Pal(3),

R® on D-cit, D-Hci, D-Cit(etyyli), D-Hci(etyyli) ja
R10 on D-Ala.

Kutenedelléonnwinittu,keksinnﬁnnmkainenpeptidien
valmistustapahtuusiten,ettéruavalmistetaanp@ptidikemias—
sa yleisesti kdytetyn fragmenttikondensaation avulla vastaa-
vista peptidifragmenteissa tai peptidikemiassa tavallisen
asteittaisen rakentamisen avulla, tai siten ettd kaavan I mu-
kaisessa peptidissd, jossa R® on D-Orn tai D-Lys, D-Orn:n tai
D—Lys:nvapaaaminoryhménmutetaanantamallareagoidaalka-
lisyanaatin tai yhdisteen, joka tuottaa syanaatin, taiCy_3-
alkyyli-isosyanaatin kanssa ureidoryhmdksi, ja saadut pep-
tidit mahdollisesti asyloidaan ja/tai muutetaan amideiksi
ja mahdollisesti muutetaan fysiologisesti vaarattomiksi

happosioloiksi.

Asteittainen rakentaminen tapahtuu esimerkiksi si-
ten, ettd ensin sidotaan karboksyylip&in aminohappo gly-
siini tai D-alaniini tai niiden amidien, joissa pysyvi
®-aminoryhmd on suojattu, t#&hin tarkoitukseen yYleisesti
kdytettyyn synteettiseen kantajaan kovalenttisesti, ¢ -ami-
non suojaryhmd lohkaistaan pois, n#din saatuun vapaaseen
aminoryhmédn sidotaan ldhinni seuraava suojattu aminohap-
po sen karboksyyliryhmdn kautta, sitten taas lohkaistaan
tdmdn toisen aminohapon @a-aminon suojaryhmd pois, t#h&n
sidotaan seuraava aminohappo ja t#ll3 tavoin askel aske-
leelta liitetddn syntetisoitavan peptidin muut aminoha-
pot oikeassa jidrjestyksessd ja kun kaikki aminohapot on
liitetty, patenttivaatimuksen 1 mukainen valmis peptidi
lohkaistaan pois kantajasta ja mahdollisesti muut lisni
olevat sivufunktioiden suojaryhmit lohkaistaan pois.
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Fragmenttikytkemisessé.kéytetéén]nieluimmin ilman ra-
semoitumista tapahtuvaa atsidikytkemistd tai disyklohek-
syylikarbodi-imidi/1—hydroksibentsotriatsoli- tai DCC/3-
hydroksi—4-okso-3,4—dihydro—l,2,3-bentsotriatsiini-mene-
telméé.Voidaanmyﬁskéyttééhyvaksifragmenttienaktivoituja
estereitd (DCC = disykloheksyylikarbodi-imidi).

Aminohappojen asteittaiseen kondensaatioon sopivat
erityisen hyvin bentsyylioksikarbonyyli-aminohappojen akti-
voidut esterit, kuten esimerkiksi N-hydroksisukkinimi-
diesteri tai 2,4,5-trikloorifenyyliesteri ja 4-nitrofe-
nyyliesteri. Kahden jdlkimm#isen aktiiviesterin aminolyy-
sii voidaan erittdin hyvin katalysoida N-hydroksiyhdis-
teiden avulla, joiden happamuus on suurin piirtein etikka-
hapon luokkaa, kuten esimerkiksi l1-hydroksibentsotriatso-
lin avulla.

viliaminonsuojaryhmiksi soveltuvat poishydrattavat
ryhmét,kutenesimerkiksibentsyylioksikarbonyylijéénnés
(= z-j&innds) tai heikon happamuuden avulla pois lohkais-
tavat ryhmit, kuten esimerkiksi 2-(p-difenyyli) isopropyyli-
oksikarbonyyli- tai 2-(3,5-dimetoksifenyyli)isopropyyli-

"oksikarbonyylijdédnnds.

Asteittainen kondensaatio tapahtuu suorittamalla
synteesi vastaavista, mahdollisesti tavalliseen tapaan
suojatuista aminohapoista totunnaiseen tapaan. Samoin on
mahdollista k&yttdd automaattista peptidinsyntetisoijaa,
esimerkiksi Beckman Model 990 -peptidinsyntetisoijaa,
mahdollisesti kdyttden yleiseen tapaan kaupallisesti saa-
tavissa olevia suojattuja aminohappoja.

Tdmd synteesi tapahtuu esimerkiksi tdtd tarkoitus-
ta varten yleiselld tavalla vastaavista suojatuista ami-
nohapoista siten, ettd ensin sidotaan syntetisoitavan pep-
tidin karboksyyliterminaalinen aminohappo, jonka pysyvéd
O-aminoryhmd on suojattu, t&hdn tarkoitukseen yleisesti
kdytettyyn synteettiseen kantaja-aineeseen kovalenttises-
ti, X-aminon suojaryhm& lohkaistaan pois, ndin saatuun va-

paaseen aminoryhmédn sidotaan l&hinnd seuraava suojattu
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aminohappo sen karboksyyliryhmdn kautta, sitten jdlleen
tdmdn toisen aminohapon ®-aminon suojaryhmd lohkaistaan
pois, tdhdn sidotaan seuraava aminohappo ja t&lli tavoin
asekeleelta liitetddn syntetisoitavan peptidin muut ami-
nohapot oikeassa jdrjestyksessi ja kun kaikki aminohapot
on liitetty, lohkaistaan valmis peptidi kantajasta pois

ja mahdollisesti lis#ksi l&snd olevat sivufunktioiden suo-
jaryhmdt lohkaistaan pois.

Aminohappojen liittdmisreaktio tapahtuu ldmp&tila-
alueella 10 - 40 °C, mieluimmin 20 - 30 °C, mahdollisesti
tdhdn tarkoitukseen yleisesti kdytetyssd inertissi liuot-
timessa tai suspension viliaineessa (esimerkiksi dikloori-
metaanissa), jolloin voidaan mahdollisesti liukoisuuden
parantamiseksi lis&td 20 %:iin saakka dimetyyliformamidia.

Synteettisend kantajamateriaalina tulevat kysymyk-
seen synteettiset polymeerit, esimerkiksi turpoava poly-
styreenihartsi, joka on helmien muodossa (esimerkiksi,
kloorimetyloitu kopolymeraatti, joka on muodostunut poly-
styreenistd ja 1 %:sta divinyylibentseenil). Pysyvien

G-aminoryhmien suojaryhminid tulevat kysymykseen esimer-

’kiksi:tertiaarinenbutyylioksikarbonyyliryhmé, karbobent-

soksiryhmd tai karbobentstioryhmid (joissa mahdollisesti
on kulloinkin p-bromi tai p-nitrobentsyylijd#nnds), tri-
fluoriasetyyliryhmd, ftalyylij&4nn&s, o-nitrofenoksiase-
tyyliryhmd, trityyliryhmi, p-tolueenisulfonyyliryhmi,
bentsyyliryhmd, bentseeniytimessi substituoidut bentsyy-
lijd&nn8kset (p-bromi- tai p-nitrobentsyylij&innds),
X-fenyylietyylij&&nn8s. Tamdn lisiksi viitataan my8s Jes-
se P. Greensteinin ja Milton Winitzin kirjaan Chemistry
of Amino Acids, New York 1961, John Wiley and Sons, Inc.,
osa 2, esimerkiksi sivuille 883 ja sitd seuraavat sivut,
sekd teokseen The Peptids, osa 2, toim. E. Gross ja J.
Meienhofer, Academic, New York, taulukoihin III ja IV.
Nédmd suojaryhmdt sopivat periaatteessa myds kysymykseen
tulevien aminohappojen muiden funktionaalisten sivuryhmien
(OH-ryhmit, NHZ—ryhmét) suojaamiseen.



10

15

20

25

30

35

10

Lisni olevat hydroksiryhmdt (seriini, treoniini)
suojataan mieluimmin bentsyyliryhmien ja vastaavien ryh-
mien avulla. Muut aminoryhmdt kuin pysyvdt a-aminoryhmét
(esimerkiksi w-asemassa olevat aminoryhmét; arginiinin
guanidinoryhmd) suojataan mieluimmin nitroryhmilla.

Yksittiisten aminohappojen liitt#éminen toisiinsa
tapahtuu t&h#dn tarkoitukseen yleisesti kdytetyilld mene-
telmillsd. Erityisesti tulevat kysymykseen:

symmetristen anhydridien menetelmd

(disykloheksyylikarbodi-imidin 14snd ollessa)

karbodi-imidi-menetelmd,

karbodi-imidi-hydroksibentsotriatsoli-menetelmé
(katso The Peptids, osa 2, toim. E. Gross ja J. Meien-
hofer) .

Arginiinin liitt&miseen kdytetddn mieluimmin kar-
bodi-imidi-menetelmdd, asparagiinin sekd glutamiinin
liittidmiseen kdytetdin mieluimmin karbodi-imidi-hydroksi-
bentsotriatsoli-menetelmdd (katso The Peptids, osa 2, toim.
E. Gross ja J. Meienhofer). Muita aminohappoja varten kdy-

tetddn yleensd symmetristen tai seka-anhydridien menetel-

"mda.

Kaavan 1 mukaisten peptidien, joissa kuitenkin R®

on D-Orn tai D-Lys (l&htBaineita syanaatin avulla muutta-
mista varten), valmistus voi tapahtua esimerkiksi maini-
1nn\asteittaisenp@ptidinrakentamisen tai fragmenttikonden-
saation avulla.

Kun valmistetaan keksinndn mukaisesti peptideja,
joissa R® on cit(Q) tai Hci(Q), kiytetddn peptidin syn-
teesissd yleensd vastaavaa pddssd olevaa ureidoryhméssd
alkyyliryhmdlla Q substituoitua Cit:a tai Hci:a.

Peptidien I muuttaminen niiden happoadditiosuoloik-
si voidaan suorittaa antamalla niiden reagoida happojen
kanssa sininsi tunnetulla tavalla. Piinvastoin voidaan va-
paiden peptidien vapauttaminen suorittaa antamalla niiden

happoadditiosuolojen reagoida emdsten kanssa.
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Valmistusmenetelmdssd on siis kysymys esimerkiksi
vyksinomaisesta kiintedfaasitekniikasta, osittaisesta kiin-
tedfaasitekniikasta, fragmenttikondensaatiosta tai klassi-
sesta liuosfaasisynteesistd. (Katso M. Bodanszky, "Prin-
ciples of Peptide Synthesis", Springer~-Verlag, 1984).

Esimerkiksi yksinomaisen kiintedfaasisynteesin
menetelmid on kuvattu oppikirjassa "Solid Phase Peptide
Synthesis", J.M. Stewart ja J.D. Young, Pierce Chem.
Company, Rockford, III., 1984 (2. painos), G. Barany ja
R.B. Merrifield, "The Peptides", kappale 1, s. 1 - 285,
1979, Academic Press, Inc.

Klassinen liuossynteesi on kuvattu yksityiskohtai-
sesti julkaisussa "Methoden der Organischen Chemie
(Houben-Weyl) . Synthese von Peptiden", E. Wunsch (toimit-
taja) (1974), Georg Thieme Verlag, Stuttgart, Saksan
Liittotasavalta.

Sellaisissa synteeseissid on tavallista, ettd eri
aminohappojdidnnésten reaktiiviset sivuketjun funktionaa-
liset ryhmdt suojataan sopivien suojaryhmien avulla, jol-

lainen est3d3 kemiallisen reaktion tdssi kohdassa, kunnes

‘ryhmd lopuksi otetaan pois. Yleensi niissi on my8s taval-

lista aminohapon tai fragmentin ~aminoryhm&n suojaaminen
siksi aikaa kun t&m# kokonaisuus reagoi karboksyyliryhmén
avulla, minkd jdlkeen seuraa (-aminon suojaryhmin selek-
tiivinen poistaminen, jotta seuraava reaktio voisi tapah-
tua tdssd kohdassa. Sen mukaisesti niissd on samoin taval-
lista valmistaa synteesin yhtend vaiheena v&lituote, joka
kdsittédd jokaisen aminochappoj&&nn®ksistd ja se on halutun
jdrjestyksen mukaisesti liitetty peptidiketjuun, jolloin
sivuketjusuojaryhmdt liitet&8n sopiviin j&&nn®ksiin.

Tdmdn keksinndn mukaiset menetelmiit voidaan suorit-
taa lukuisia tukifaaseja k&dyttdm&ll4. N&mi tukifaasit voi-
vat olla esimerkiksi hartseja, kuten bentshydryyliamiini-
hartseja (sopivasti 2 % verkkokytkent#i), p-metyylibents-
hydryyliamiinihartseja (sopivasti 2 % verkkokytkentii),
tai vastaavia.
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Kaavassa I1:
- Rl, RZ ja R3 ovat edelleen y1lld ldhemmin kuvatun
mukaisia.
- X1 on vety tai asyyliryhmd, joka on saatu 1 -7
hiiliatomia sisdltdvien alifaattisten tai alisyklisten
karboksyylihappojen suorista tai haarautuneista ketjuis-
ta, tai o -aminon suojaryhmd. Xlzn tarkoittamat a-aminon
suojaryhmét ovat sellaisia, jotka alan kehitystason mukaan
ovat tunnettuja kdytettdviksi asteittaisessa synteesissé
polypeptidejd varten. @ -aminon suojaryhmdluokista, joita
voidaan kdyttda Xlzné, voidaan mainita fluorenyylimetoksi-
karbonyyli (Fmoc) tai t-butoksikarbonyyli (Boc).
- X4 voi olla sopiva Ser:n hydroksyyliryhmédn suoja-
ryhmd, kuten esimerkiksi bentsyyli (Bzl) ja 2,6-dikloori-
bentsyyli (DCB). Parhaana pidetty suojaryhmd& on Bzl.
- X5 voi olla sopiva Tyr:n fenyylihydroksyyliryhmdn
suojaryhméd, kuten esimerkiksi Bzl, 2-Br-2 ja 2,6-dikloori-
bentsyyli (DCB). Parhaana pidetty suojaryhm@d on DCB.
- X6 on Lys:n tai Orn:n sivuketjuaminoryhmdn sopiva
suojaryhmi. Esimerkkejd sopivista sivuketjuaminon suoja-
ryhmistd ovat bentsyylioksikarbonyyli (2) jJja 2-klooribent-
syylioksikarbonyyli /z-(2-C1)/.
- X8 on sopiva suojaryhmd Arg:n guanidinoryhmdlle,
kuten esimerkiksi nitro, Tos, metyyli-(t-butyylibents)-
sulfonyyli, 4-metoksi-2,3,6-trimetyylibentssulfonyyli;
parhaana pidetty ryhm& on Tos.
- X10 on amidiryhm#d suojaava bentshydryyli- tai
metyylibentshydryyliryhmd, joka on kiinnittynyt té&hén
tarkoitukseen yleisesti kdytettyyn kantajahartsiin (esi-
merkiksi 98 % styreeni - 2 % dinyylibentseenikopolyme-
raatti, joka sisdltda bentshydryyliamiini~ tai metyyli-
bentshydryyliamiiniryhmid) .

Sivuketjuaminon suojaryhmdn valinta ei ole kriit-
tinen, mutta yleensid valitaan sellainen, joka ei poistu,

kun a-aminon suojaryhmid poistetaan synteesin aikana.
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Kaavan I mukaiset peptidit valmistetaan kaavan II
mukaisista vdlipeptidihartseista alan nykytason perusteel-
la tunnettujen menetelmien mukaan.

Kaavan II mukaisten vdlipeptidihartsien kiintedfaa-
sisynteesi suoritetaan oleellisesti siten kuin Merrifield,
J. on kuvannut julkaisussa J. Am. Chem. Soc., 85, s. 2 149
(1963) . Kiintedfaasisynteesi aloitetaan peptidin C-termi-
naalisesta pddstd kytkem&lld suojattu ®-aminohappo sopi-
vaan hartsiin. T&llainen ldhtBaine voidaan valmistaa sito-
malla a-aminosuojattu Gly tai D-Ala amidisidoksella bents-
hydryyliamiinihartsiin. Sellaisia kantajahartseja on ylei-
sesti saatavissa kaupallisesti ja niitd kdytetd&n yleensd,
kun toivotussa syntetisoitavassa polypeptidissd on C-pdds-
sd -karboksiamidi.

Erddssd synteesin suoritusmuodossa suojataan Gly:n
tai D-Ala:n primaarinen aminoryhmd t-butoksikarbonyloival-
la vaikuttaja-aineella ja kytkeminen suoritetaan kdyttd-
mdlld jotakin tunnetuista dialkyylikarbodi-imidi-kytken-
tédmenetelmistd.

Sopivan kytkentdreagenssin valinta on asiantunti-
jalle tuttua. Erityisen sopiva kytkentdreagenssi on N,N'-
di-isopropyylikarbodi-imidi (DIC).

Aktivoivia reagensseja ja niiden kdyttd& peptidi-
kytkenndssd on kuvattu teoksessa M. Bodanszky, "Prin-
ciples of Peptide Synthesis", Springer-Verlag, 1984.

Jokainen suojattu aminohappo tai aminohappojakso
lisdtid3n kiintedfaasireaktoriin kdyttden sen suurin
piirtein kaksinkertaista ylimddrdd ja kytkeminen voidaan
suorittaa vdliaineessa DMF:CH2C12 (1:1) tai pelké&ssd
CH2C12:ssa. Sellaisissa tapauksissa, joissa esiintyy epd-
tdydellistd kytkeytymistd, kytkentdmenetelmd toistetaan,
ennen kuin poistetaan a-aminon suojaryhmd@ ennen seuraavan
aminohapon kanssa kytkemist&. Kytkent&reaktion tulosta
tutkitaan kussakin synteesin vaiheessa mieluimmin ninhyd-
riinireaktion avulla kuten on kuvanneet E. Kaiser et al.,
Anal. Biochem., 34, 595 (1970).
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Sen jdlkeen kun kaavan II mukaisten peptidihart-
sien haluttu aminohapposekvenssi on saatu valmiiksi, pois-
tetaan pddssd oleva Boc-ryhmd ja haluttaessa suoritetaan
N-terminaalinen asylointi kdytt&m&lld sopivaa asyylihyd-
ridid tai happokloridia 50-kertaisena ylimddr&nd haloge-
noidussa hiilivetyliuottimessa; sopivasti etikkahapon an-
hydridid metyleenikloridissa 30 minuutin ajan. Vdlipepti-
di voidaan poistaa kantajahartsista k&sittelemdlld sitd
sellaisella reagenssilla kuin esimerkiksi nestemdiselld
fluorivedylld, joka ei ainoastaan lohkaise peptidid irti
hartsista, vaan lohkaisee my8s pois kaikki muut sivuket-
jusuojaryhmidt X4, X5, X8, X10 ja X6, mik&li se on l&sné&.

Mikdli lohkaisemiseen k&ytetddn fluorivetyd, sil-
loin ovat reaktioputkessa ldsnd anisoli tai m-kresoli tai
haluttaessa metyylietyylisulfidi huuhteluaineena.

Peptidien II, joissa R*6 on D-Lys tai D-Orn ja X6
on vety, muuttaminen peptideiksi I syanaatin avulla on ku-
vattu edellisilld sivuilla.

Jos asylointi j&tetddn pois, johtaa kaavan II mu-

kaisten peptidihartsien kd&sitteleminen fluorivedylld sel-

"laisten dekapeptidien muodostumiseen, joissa on vapaita

omega-amino- ja/tai a-aminoryhmid& ja jotka vastaavat kaa-
vaa II, jossa Xl’ X4, XS, X8, X10
6

X" ovat vety. Ndmd vapaat peptidit muutetaan kaavan I mu-

ja, mikdli se on 1ldsnd,

kaisiksi peptideiksi, Jjoissa X on karbamoyyliryhmd&, nimit-
tdin k&sittelemdlld syanaatilla, sopivasti alkalimetalli-
syanaatilla, mieluimmin kaliumsyanaatilla. Viimeksi mai-
nittua reaktiota, toisin sanoen HZN:n muuttamista HZN-
CO-NH:ksi peptidien aminopddssd ja Orn/Lys-jddnnSsten
muuttamista Cit/Hci-jddnndksiksi, voidaan helposti tark-
kailla HPLC:n avulla kdyttden MeCN-vesipitoisia TFA-sys-
teemejd, johtuen karbamoyloiduille peptideille tunnus-
omaisesti retentioajan pidentyneisyydestd 2 - 3 minuutin
verran, toisin sanoen HZN-CO—NH-ryhman omaaville yhdis-

teille, H,N-ryhmdn omaaviin yhdisteisiin verrattuna tun-

2
nusomaisesta.
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Vaihtoehtoisesti ja mieluummin saadaan peptidit I,
joissa X = asyyli tai karbamoyyli, suoraan kaavan II mukai-
sista vdlipeptidi-hartseista, Jjoissa Xl on asyyli tai kar-
bamoyyli ja R*6 on D-Cit, D-Hci, D-Cit(Q) tai D-Hci(Q),
lohkaisemalla ja poistamalla lohkaisemalla suojaryhmdt.

Vaikka tdssd kuvataan my8s kaavan I mukaisten yh-
disteiden yksinomainen kiintedfaasisynteesi ja osittainen
kiintedfaasisynteesi, voitaisiin yhdisteet valmistaa klas-
sisten liuosfaasimenetelmienkin avulla.

Esimerkeissid kuvatulla tavalla valmistettuja, syn-
teettisi8 peptidej& verrattiin kahteen tehokkaimmasta vii-
me aikoina kuvatuista LHRH:n antagonisteista, nimittdin
yhdisteisiin [ﬁc—D-Phe(4-Cl)l'2, D-Trp3, D-ArgG, D—Ala197—
LHRH (ORG-30276) (Coy et al., Endocrinology, 100, 1 445,
1982) ja Lﬂc—D-Nal(Z)l, D—Phe(4-F)2, D—Trp3, D-Argf?LHRH
(ORF 18260) (Rivier et al., teoksessa: Vickery, B.H., Nes-
tor, Jr., J.J., Hafez, E.S.E. (toimittajat), "LHRH and
Its Analogs", s. 11 - 22, MTP Press, Lancaster, UK, 1984),
ja todettiin, ettd ne osoittivat yhtd voimakkaita estdvid
vaikutuksia sekd in vitro ettd in vivo, tosin sill8 poik-
keuksella, ettd pdinvastoin kuin kontrollipeptideilld
niilld ei ilmennyt in vivo turvotusvaikutuksia.

Hormonaalisia vaikutuksia in vitro verrattiin rot-
tien aivolisdkerauhasen superfundamentoituihin solusys-
teemeihin (S. Vigh ja A.V. Schally, Peptides, 5 suppl.

1: 241 - 247, 1984), joissa LHRH:n (ja muiden vapautta-
vien hormonien) vaikutus voidaan todeta tarkkaan, koska
LH:n (tai muiden aivolis&dkerauhashormonien) mddrd, joka
erittyy poisvirtaavaan védliaineeseen, ei ainoastaan ole
verrannollinen kdytetyn peptidin hormoninvapautustehoon,
vaan on my8s helposti mitattavissa hyvin kuvatun radioim-
munoanalyysin avulla.

LHRH:n antagonistin tehokkuuden méd&rittdmiseksi
kdytetddn superfundamentointiin seoksia, jotka sisdltdvdt
LHRH:a samana pysyvdn konsentraation (tavallisesti 1 nM)

ja antagonistia vaihtelevia konsentraatioita, jotta saa-
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taisiin mddritettyd se molekyylinen antagonistin suhde
LHRH:n, jossa LHRH:n vaikutus on tdysin estynyt. N&mi
suhteet ovat suunnilleen 5 kummankin kaavan I mukaisen
peptidin ja vertailupeptidin kohdalla, kun rotan aivo-
lisdkerauhasen solusysteemid esi-inkuboidaan etukdteen
antagonistien kanssa 9 minuutin ajan.

In vivo -ovulaationestokokeessa (A. Corbin ja C.W.
Beattie; Endocr. Res. Commun. 2, 1 - 23, 1975; D.H. Coy
et al., Endocrinology, 100, 1 445, 1982) todettiin kaa-
van I mukaisten peptidien kohdalla samoin, ettd ne ovat
suurin piirtein yhtd tehokkaita kuin kontrolliantagonis-
ti, nimittdin kullakin peptidill3 voitiin havaita ovulaa-
tion 87,5 - 100 % estyminen ihon alle annetun annoksen
ollessa 1 - 3 pg/rotta.

Schmidtin et al. (Contraception, 29, 283 - 289,
1984) turvotuskokeessa voitiin kuitenkin todeta selvi
ero kontrollipeptidien ja kaavan I mukaisten peptidien
vdlilld. Kontrollipeptidit aiheuttivat turvotusta kasvois-
sa ja raajoissa, kun niitd annettiin rotille ihon alle an-
noksina 1,25 ja 1,5 mg/kg. Kaavan I mukaisilla peptideil-~
18 ei voitu havaita sellaista vastavaikutusta, kun niité
annettiin ihon alle annoksena 1,5 mg/kg.

Suoritetuissa kokeissa jaettiin rotat kolmeen ryh-
mddn, siten ettd kulloinkin oli viisi rottaa ryhmdd koh-
den ja tutkittua yhdistettd kohden. Suoritettiin vertai-
lu tunnetun, alan kehitystason mukaisen yhdisteen kanssa,

jolla on nimitys ORG 30276 (N-Ac-D-p-Cl—Phel’z, D-Trp3,

D—Arg6, D-Alalo).

Ryhmille annettiin kerran pdivdssd kahtena perdk-
kdisend pdivdnd ruiskeena ihon alle LHRH:n antagonisteja
annostuksena 1,5 mg/kg. Kontrolliryhmdlle annettiin ruis-
keena ainocastaan laimennusainetta. Rottia tarkkailtiin
5 tunnin ajan pdivd3d kohden. Rottien reaktiot luokitel-
tiin seuraavasti: NR ei ndkyvdd vastavaikutusta, PR osit-
tainen vastavaikutus: turvotusta nendn alueella ja nendn-
vierusalueella, FR tdydellinen vastavaikutus: turvotusta

kasvoissa ja turvonneet raajat.
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Alla olevassa taulukossa 1 on yhteenveto tulok-

sista.
Taulukko 1

LHRH:n 1. paiva 2. paiva
antagonisti NR PR FR NR PR FR
ORG 30276 3 7 0 0 0 10
kontrolli 9 0 0 9 0 0
esimerkki I 8 0] 0 9 o* 0
esimerkki III 8 0 0 8 0 o]
esimerkki IV 9 0] 0 9 0 0
esimerkki V 9 0 0 8 1* 0
esimerkki XX 9 0 0 8 1* 0
esimerkki XXI 9 0 0 9 0 0
esimerkki XXVI 8 0 0 8 0] 0
esimerkki XXVII S 0 0 9 0] 0

* hyvin vdhdistd kasvoturvotusta

Kaikki valmistetut peptidit ovat tdysin tehokkai-
ta LHRH-vapautuksen estidmisess# jossakin mi&rin jdrkevi-
né konsentraatioina in vitro, vaikka useimmat ovat hiu-
kan vdhemm&n tehokkaita kuin kysymyksessi olevat in vitro-
standardit; tosin ndmd peptidit ovat in vivo paljon te-
hokkaampia.

Tdméd osoitettiin kokeessa, joka koski histamiinin
vapauttamista in vitro vatsakalvon sy6tt8soluista, joka
koe suoritettiin yhdenmukaisesti Morganin et al. (Int.
Archs. Allergy appl. Immun. 80, 70, 1986) menetelmin kans-
sa.

Histamiinin vapauttaminen in vitro

Tdssd kokeessa rottia nukutettiin eetterin avulla
ja vatsaontelotulehdusnestesoluja otettiin talteen pese-
mdlld niitd 12 ml:1lla sy¥tt8soluvdliainetta (MCM) (150 mM
NaCl; 3 mM KCl; 3,0 mM NazHPO4; 3,5 mM KH2P04; 0,98 mM
CaClz; 5,6 mM dekstroosi; 0,1 % vasikan seerumin albumii-
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ni; 0,1 % gelatiini ja 10 E/ml hepariinia) [9]. Koottiin
soluja 4:1t4d tai 5:1t& rotalta, ne sentrifugoitiin nopeu-
della 120 G, uudelleensuspendoitiin MCM:een konsentraa-
tioksi 0,5 x 10° ml ja 1 ml annostettiin 12 x 75 mm:n po-
lyetyleeniputkiin. Putkien annettiin tasoittua 15 minuu-
tin ajan 37 °C:een ja niit# inkuboitiin 60 minuutin ajan
yksin (histamiinin taustavapauttaminen), 48/80:n kanssa
(positiivinen kontrolli) (Sigma Chemicals, St. Louis,
Mo.) tai sopivien konsentraatioiden kanssa (1 ng -
10 pg/ml) LHRH:n antagonisteja. Reaktio lopetettiin jaah-
dyttémdlls putket 4 °C:een. Putket sentrifugoitiin; su-
pernatantit poistettiin ja niit# s#ilytettiin -20 °C:ssa,
kunnes niistd tutkittiin histamiini. Kokeet suoritettiin
kulloinkin kahdesti. Solujen kokonaishistamiini osoitet-
tiin keittdm#lla 10 minuutin ajan. Vastavaikutuksena an-
tagonisteille vapautettu histamiini ilmoitettiin prosent-
tim&&rini koko vapautumista. N#m# konsentraatiot, joissa
vapautui suurin piirtein 50 % koko sy&ttdsolujen hista-
miinista (HRD;, pg/ml), m8&ritettiin jokaiselle antago-
nistille. Tuloksista on esitetty yhteenveto kuviossa 1.

Esilld olevan keksinn®dn mukaisesti valmistettua
LHRH-analogia, jossa 6-asemassa on D-sitrulliini, verrat-
tiin rakenteeltaan liheiseen, julkaisusta Z. Natur-
forschung. 42b (1987) 101 - 106 tunnettuun peptidiin,
jossa 6-asemassa on D,L-sitrulliini.

50 paivii vanhoja Spraque-Dawley-naarasrottia
(paino 200 - 230 g) k&siteltiin dimetyylibentsantrasee-
nilla (DMBA; 20 mg/eldin) suun kautta. Noin 20 pdivén ku-
luttua voitiin todeta ensimmi#iset rintakasvaimet. Kasvai-
men paino maidritettiin Druckreyn menetelmidlld [Druckrey,
H., Steinhoff, D., Nakayama, M., Preussmann, R., Anger,
K.: Experimentelle Beitr&ge zum Dosis-Problem in der
Krebs-Chemotherapie und zur Wirkungsweise von Endoxan.,
Dtsch. Med. Wschr. 88 (1963) 651] vertaamalla kunkin kas-
vaimen tilavuutta etukdteen muodostettujen plastiliini-
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mallien tilavuuteen. Kasvaimen paino miairitettiin kerto-
malla mallin paino tekij&ll4, joka muistutti plastiliinin
ja kasvainkudosten ominaispainoja. T&m&n menetelm#n vali-
dointi suoritettiin korreloimalla 99 palpoidun kasvaimen
painot painoihin, jotka saatiin punnitsemalla suoraan ir-
tileikattu kasvain. Korrelaatiokerroin oli 0,98. Kun ko-
konaiskasvainmassa o0li noin 1 g, eliimet jaettiin sattu-
manvaraisesti k&sittelyryhmiin ja kontrolliryhmiin, jois-
sa kussakin oli 7 eldintd, ja hoito aloitettiin valitts-
misti. ’

Testattavat yhdisteet olivat Ac-D-Nal(2)-D-
Phe(4—Cl)-D-Pal(3)-Ser-Tyr-D—Cit-Leu—Arg-Pro-D-Ala-NH2
(D-muoto; D-20761), Ac-D-Nal(2)-D-Phe(4-Cl)-D-Pal(3)-Ser-
Tyr-L-Cit-Leu-Arg-Pro-D-Ala-NH2 (L-muoto, D-21378) ja Ac-
D-Nal(2)-D-Phe(4-Cl)-D-Pa1(3)-Ser-Tyr-D,L—Cit-Leu—Arg-
Pro-D-Ala-NH, (DL-muoto, D-21385). Yhdisteet injektoitiin
ihon alle yhteni annoksena; annoksen suuruus oli
3,16 mg/kg. Koe pditettiin 21 padivin kuluttua ja kasvai-
men paino médritettiin. Tulokset esitet##n seuraavassa
taulukossa 2.

Taulukko 2

D-20761 D-21385 D-21378 kontrolli
(D-muoto) (DL-muoto) (L-muoto)

Keskimddrdinen 0,45 8,6 9,4 9,45
kasvaimen paino

g:ina 21 p#ivin

kuluttua koeyh-

disteen injek-

tiosta

Kun rottia, joilla oli DMBA:1lla indusoituja kas-
vaimia, hoidettiin yhdells suurella annoksella (3,16
mg/kg) valmisteita D-20761 (D-muoto), D-21378 (L-muoto)
ja D-21385 (DL-muoto), havaittiin, ettd L-muoto oli tdy-
sin tehoton est&mddn kasvaimen kasvua. MyO0s DL-muoto oli
ldhes tehoton: saatiin vain 9 %:n inhibitio kontrolliin
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verrattuna. Sitd vastoin D-muoto esti kasvaimen kasvua
hyvin voimakkaasti eli 95 % kontrolliin verrattuna.

N&mi8 koetulokset osoittavat, ettd D-muoto toimii
hyvin spesifisesti sekd DL- ettd L-muotoon verrattuna.

Kaikilla peptideilld todettiin ovulaatio estava
vaikutus naarasnisdkkdillad hyvin alhaisina annoksina.
Kaavan I mukaiset peptidit annettiin usein farmaseutti-
sesti hyvdksyttédvien, ei myrkyllisten suolojen, kuten
esimerkiksi happoadditiosuolojen, muodossa. Esimerkkejd
sellaisista happoadditiosuoloista ovat hydrokloridi, hyd-
robromidi, sulfaatti, fosfaatti, fumaraatti, glukonaatti,
tannaatti, maleaatti, asetaatti, sitraatti, bentsonaatti,
sukkinaatti, alginaatti, pamoaatti, malaatti, askorbaat-
ti, tartraatti ja vastaavat. Kun vaikuttava aine annetaan
tablettimuodossa, voi tabletti sisdltdsd farmaseuttisesti
hyvdksyttdvdsd laimennusainetta, jossa on sideainetta, ku-
ten esimerkiksi traganttia, maissitdrkkelystd tai gela-
tiinia; hajotusainetta, kuten algiinihappoa ja liukuai-
netta, kuten magnesiumstearaattia.

Kun antaminen halutaan suorittaa nestemdisessa
muodossa, voidaan k#yttdd makeutusainetta ja/tai makuai-
netta farmaseuttisesti hyvdksyttdvén laimennusaineen osa-
na, ja antamisen tapahtuessa laskimoon se suoritetaan
isotoonisessa suolaliuoksessa, fosfaattipuskuriliuoksis-
sa tai vastaavassa.

Farmaseuttiset valmisteet sis#dltdvdt tavallisesti
peptidin yhdess# tavanomaisen, farmaseuttisesti hyvdksyt-
tdvdn kantaja-aineen kanssa. Annos on yleensd suurin
piirtein 1 - 100 mikrogrammaa peptidid kilogrammaa kohden
saajan ruumiinpainoa antamisen tapahtuessa laskimoon;
suun kautta annettavat annokset ovat suurempia. Yleensa
tapahtuu koehenkil®diden hoito ndilld peptideilld samalla
tavoin kuin kliininen hoito muilla LHRH:n antagonisteil-
la.

Niitd peptidejd voidaan antaa nis#dkkdille laski-
moon, ihon alle, lihaksen sis#8n, suun kautta, nendn si-
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s&an tai eméttimen sis#éan, sikidvyyden ehkdisyn ja/tai
kontrollin aikaansaamiseksi ja samoin kayttdtapauksissa,
joissa tarvitaan ohimenev#s sukurauhasaktiivisuuden vai-
menemista, kuten esimerkiksi hoidettaessa ennenaikaista
puberteettia tai s#dehoidon tai kemoterapian aikana.
Tepsivdt annokset vaihtelevat kulloinkin antamismuodon Jja
kulloisenkin hoidettavan nis&kdslajin mukaan. Esimerkki
tyypillisestd annostusmuodosta on fysiologinen suola-
liuvos, jossa on peptidiy, ja t&td annetaan annoksena suu-
rin piirtein 0,1 - 2,5 mg/kg ruumiinpainoa. Peptidin an-
taminen suun kautta voi tapahtua joko kiintednd tai nes-
temdisend muotona.

Vaikka keksint®$ on kuvattu huomioiden parhaana pi-
detty suoritusmuoto, tulisi olla itsesti&n selvdd, etti
voidaan tehdd vaihdoksia ja muutoksia, jotka ovat asian-
tuntijalle ilmeisen selvid, ilman etta poiketaan oheis-
ten patenttivaatimusten rajoittamalta keksinn®n alueelta.
Keksinnssd voidaan samoin kdyttdd alan kehitystason mu-

'kaisia korvaamisia, jotka eivit oleellisesti poikkea suo-

rituksesta.

SB-030, SB-075 ja SB-088 ovat, kuten jdljempdnsd on
kuvattu tarkemmin, dekapeptidejd, joilla on erityisen
edullisia vaikutuksia:
Ac-D-Nal(Z)-D-Phe(4Cl)—R3‘-Ser-Tyr-R°—Leu-Arg—Pro-D-Ala—NH2
SB-030, R’ = D-Trp, R® = D-Cit:

SB-075, R’ = D-Pal, R® = D-Cit;
SB-088, R’ = D-Pal, R® = D-Hci.
Rakenneosiin sisdltyvistd aminohapoista eivit

D-Pal, D-Cit ja D-Hci ole kaupallisesti saatavissa. D-Pal
vaatii t#dydellisen synteesin, joka alkaa dietyyliasetami-
domalonaatista ja 3-pikolyylikloridista ja suoritetaan
tunnetulla tavalla. D-Cit ja D-Hci voidaan helposti val-
mistaa kaupallisesti saatavista diaminohapoista, kuten
esimerkiksi aminohaposta D-Orn tai D-Lys.
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Jokaisella peptidilléd ilmenee voimakas LHRH:a es-
t3v4d vaikutus, kuten alla on osoitettu, eikd ollenkaan
turvotusta aiheuttavia sivuvaikutuksia.

Taulukko 3
SB-030:n, SB-075:n ja SB-088:n LHRH:a estadvi vai-
kutus
Peptidi LHRH:n (3 nM) % esty- Ovulaationesto-
minen ekvimolaarisella koe
midrdllsd peptidid ajan-
kohtana
0 min. 2 tunnin kulut- annos (pug) % esto
tua
SB-030 83 58 1,5 50
3,0 100
SB-088 86 60 1,5 66
2,0 83
3,0 100
SB-075 89 54 1,5 75
1,0 100

Lyhennykset: Aminohapot ja suojaryhmét on lyhen-
netty kuten IUPAC IUB JCBN on suositellut [Eur. J.
Biochem. 138, 9 - 37 (1984)]. Muita lyhennyksid ovat:
Boc,0, di-t-butyylidikarbonaatti; DCM, di-kloorimetaani;
TLC/TLE, ohutkerroskromatografia/elektroforeesi silika-
geelilevylla.

SB-030:11a on SB-075:een ja SB-088:aan verrattuna
se etu, ettd se sisdltds vain yhden epédtavallisen amino-
hapon, nimitt&in aminohapon D-Cit. Toisaalta osoittavat
sekd SB-075 ettad SB-088 suurempaa tehokkuutta ja parempaa
vesiliukoisuutta kuin SB-030.

Havainnot ja kokeet, jotka tehtiin SB-030:n,
SB-075:n ja SB-088:n synteesin aikana, voidaan esittaa

lyhyesti seuraavasti:
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Kuvataan SB-030:n, SB-075:n ja SB-088:n kiinte#-
faasisynteesi bentshydryyliamiinihartsin yhteydessd kayt-
tden Boc-toimintaohjetta. Tami menettely on tdysin riit-
tdva tam&n peptidin kokoamista varten, koska se sisdltss
asteittaisen ketjunpidentidmisen karboksyylip&&n kautta,
jotta véltettdisiin merkittdvd rasemoituminen amidisidok-
sen muodostamisen aikana, ja samoin siihen sisdltyy v&li-
tuotteiden helppo erist#&minen, jotka védlituotteet voivat
osoittautua erikoisen vaikeiksi syntetisoitaessa luon-
teeltaan hydrofiilisia fragmentteja (toisin sanoen frag-
mentteja 9 - 10 - 5 - 10).

Tavanomainen asteittainen synteesi liuoksessa on
luonnollisesti my&s sopiva n#iden peptidien valmistusme-
netelmd, mutta se menetelm#8 vaatii kuitenkin varmasti
enemmdn tydtd ja aikaa.

Lihtbaineet

Kiinted kantaja

Kdytettiin bentshydryyliamiinihartsia, joka sisdl-
si 1,1 mekv. NH,/g (Advanced ChemTech, Louisville, KY).
Voidaan myds kadytt#s pienemmin NH,-pitoisuuden, esim.

0,4 - 0,6 mekv./g, omaavia hartseja, mutta niiden kdyttd
on luonnollisesti epdtaloudellisempaa.

Aminojohdannaiset

Alla mainitut Boc-aminohapot hankittiin toimini-
meltd Bachem ja k#ytettiin ilman lis8puhdistusta:

Boc-D-Ala, Boc-Arg(Tos), Boc-Leu.H,0,

Boc-D-Nal, Boc-D-Phe(4Cl), Boc-Pro,

Boc-Ser(Bzl), Boc-D-Trp ja Boc-Tyr(DCB).

Boc-D-Cit, Boc-D-Hci ja Boc-D-Pal, joita ei ole
kaupallisesti saatavissa, valmistettiin kirjallisuuden

mukaan (1 - 4), v#h#isin muutoksin.

Boc-D-Cit

Vaihe 1, D-Cit

D-Orn (Sigma, 98 %) muutettiin D-Cit:ksi kuten on
kuvattu (1), silli poikkeuksella, etti reaktioseosta,
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jossa oli (D-Orn),Cu ja KOCN, sekoitettiin 2 - 3 tunnin
ajan, jotta esitettédisiin (D-Cit, D-Orn)Cu:n muodostaman
karstan kerrostuminen astian sein#&miin.

D-Cit:n puhtaus tutkittiin TLE:n (ohutkerroselek-
troforeesi) avulla k#yttden pH-arvon 6,5 omaava pyridii-
ni-etikkahappo-vesi (100:4:900) -puskuriliuosta ja 30
V/cm, 45 minuutin aikana.

Vaihe 2, Boc-D-Cit

6,6 g (30 mmoolia) Boc,0, joka oli 15 ml:ssa ase-
tonitriilid, lis#&ttiin liuokseen, jossa oli 4,4 g
(25 mmoolia) D-Cit 25 ml:ssa vettd ja 12,6 ml:ssa
(90 mmoolia) trietyyliamiinia. Seosta sekoitettiin 2 - 3
tunnin ajan. Sen jdlkeen seokselle suoritettiin TLC
(ohutkerroskromatografia) kdyttden liuotinsysteemid etyy-
liasetaatti-pyridiini-etikkahappo-vesi (60:10:3:6): yh-
disteilld Boc-D-Cit, D-Cit ja Boc-D-Orn (Boc), joka muo-
dostui D-Orn-ep#puhtaudesta, ilmenevdt vastaavasti Rf-ar-
vot 0,4, 0,0 ja 0,9. Seosta laimennettiin 25 ml:lla vetta
ja uutettiin dietyylieetterilld (2 x 20 ml) ja etyyliase-
taatilla (2 x 20 ml), jotta poistettaisiin ylim#dra di-
karbonaattia ja Boc-D-Orn(Boc)-epdpuhtaus. Vesifaasi teh-
tiin happamaksi k&yttden 1 M KHSO, ja sen jdlkeen kun oli
lisdtty suunnilleen 10 g Na2SO, uutettiin faasia etyyli-
asetaatilla (3 x 30 ml). Yhdistetyt etyyliasetaattiliuok-
set (jotka oli huolellisesti erotettu vesikerroksesta)
haihdutettiin tyhjdssi. Jé&nnds laimennettiin kuivalla
dioksaanilla ja haihdutettiin tyhjYssd kolme kertaa. Ta-
mién seurauksena muodostunut kevyt 6ljy laimennettiin
25 ml:1la DMF ja kaytettiin kytkemiseen pitoisuutena
mmooli/ml t&t4 Boc-D-Cit-perusliuosta.

Boc-Cit:n synteesi kd&yttden Boc-atsidia asylointi-
aineena ja kiteisen disykloheksyyliamiinisuolan valmis-
tus on kuvattu (2).
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Boc-D-Hci
Vaihe 1, D-Hci
D-Hci valmistettiin yhdisteest# D-Lys.HCl (Sigma)
vastaavasti kuin D-Cit (katso ylli ja viittaus 1).
5 Vaihe 2, Boc-D-Hci
6,6 g di-tert-butyylikarbonaattia laimennettuna
15 ml:1la asetonitriilii lisittiin liuokseen, jossa oli
25 mmoolia (4,73 g) D-Hci 25 ml:ssa vetts Ja 12,6 ml:ssa
(90 mmoolia) trietyyliamiinia, ja reaktioseosta sekoitet-
10 tiin 2 - 3 tunnin ajan. Reaktion tdydellisyys tutkittiin
TLC:n avulla kuten Boc-D-Cit:n tapauksessa; Boc-D-Hci:n,
D-Lys:n ja Boc-D-Lys(Boc):n Rf-arvot olivat vastaavasti
0,3, 0,0 ja 0,8. Reaktioseosta uutettiin eetterilla. Ve-
sifaasi tehtiin happamaksi kadyttden 1 M KHSO, ja sen j&l-
15 keen kun oli lisitty 10 g Na,S0,, sitd uutettiin etyyli-
asetaatin ja n-butanolin 1:1-seoksella (4 x 30 ml). Yh-
distetyt orgaaniset liuokset kuivattiin Na,SO,:n avulla
Jja haihdutettiin tyhjdssd. J48nn8std hierrettiin dietyy-
lieetterin kanssa, suodatettiin, pestiin eetterilly, sit-
20 ten suspendoitiin etyyliasetaattiin ja sekoitettiin 2
tunnin ajan 20 °C:ssa ja lis#ksi O °C:ssa vield 2 tunnin
ajan. Ndin saatu kiteinen materiaali suodatettiin eril-
leen, pestiin kylm&lls etyyliasetaatilla ja kuivattiin,
jolloin saatiin suunnilleen 3,9 g Boc-D-Hci:a, jonka su-
25 lamispiste oli 141 - 142 °C (hajoaa).
Boc-D-Pal(3)
Vaihe 1, dietyyliasetamido(3-pyridyylimetyyli) ma-
lonaatti (3)
Saatiin 113,0 g (60,3 %) dietyyliasetamido(3-pyri-
30 dyylimetyyli)malonaattia 132,0 g:sta dietyyliasetamidoma-
lonaattia J.E. Rivierin et al. (3) menetelmi#n avulla.
Raaka materiaali suli 95 °C:ssa. Pieni ndyte 104 -
106 °C:ssa sulaneesta (kirjallisuuden mukaan 95 °C)
uudelleenkiteytettiin vedesti.
35 Vaihe 2, N-asetyyli-3-(3-pyridyyli)-DL-alaniinin
etyyliesteri (4)

.....
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61,6 g (200 mmoolia) dietyyliasetamido(3-pyridyy-
limetyyli)malonaattia laimennettiin tulpalla varustetussa
pullossa 210 ml:1la NaOH:n etanoliliuosta ja seisotettiin
ybn ajan ympdristén lampdtilassa. Seuraavana pdivdnd seos
saatettiin palautusjidihdytysolosuhteisiin ja sitd pidet-
tiin ja&dhdytyspalautuslampdtilassa 30 minuutin ajan. Seos
jaadhdytettiin sitten huoneen ldmpdtilaan ja suodatettiin
liukenemattomien kiinteiden aineiden poistamiseksi. Liu-
kenemattomia aineita pestiin erilaisilla pienilld mds&ril-
18 etanolia ja heitettiin sitten pois. Yhdistetyt suodok-
set haihdutettiin kuiviin ja kuiva j&8nnds kiteytettiin
vedestd kdyttden 3 - 5 ml H,0:t8 grammaa kohden kiintedd
ainetta. Materiaalin saanto 38,0 (160 mmoolia, 80 %). Su-
lamispiste 124 - 126 °C (kirjallisuuden mukaan 118 -

121 °C).

Vaihe 3, N-asetyyli-3-(3-pyridyyli)-D-alaniinin
etyyliesteri (3)

45,0 g (190 mmoolia) ylld kuvattua DL-seosta lai-

mennettiin 225 ml:lla kuumaa 4,5 % HCl. Tdmid liuos j&ah-

dytettiin sitten nopeasti 25 °C:een hienojen kiteiden
suspension muodostamiseksi. pH-arvo s#dddettiin 7,2:ksi
kdyttdm&alld 2 N KOH:a ja sitten lisattiin 150 mg alfaky-
motrypsiinid ja pH-arvo pidettiin sitten v&1ills 6,8 -
7,2 lisdamdlla tipoittain 2 N KOH:a. Sen jdlkeen kun pH-
arvossa ei ollut tapahtunut muutosta 15 minuutin aikana,
lisdttiin vield 50 mg alfa-kymotrypsiinid, jotta varmis-
tettaisiin, ettd hydrolyysi oli tapahtunut tdydellisesti.
pH-arvossa ei ilmennyt end8 muutosta tdmdn uuden entsyy-
milis#dyksen jdlkeen ja lopullinen pH-arvo oli 7,2. T&td
liuosta uutettiin 4 x 200 ml:lla etyyliasetaattia. Etyy-
liasetaattiuutteet yhdistettiin, kuivattiin Na,SO,:n
avulla, kuivausaine suodatettiin pois ja liuotin poistet-
tiin tyhjdssd. J&&nnds uudelleenkiteytettiin tolueenista
(13 15 ml/g), jolloin saatiin saannoksi 13,0 g (55 mmoo-
lia, 57 %), tuotetta, jonka sulamispiste oli 79 - 81 °C
(kirjallisuuden mukaan 122 °C).
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Vaihe 4, 3-(3-pyridyyli)-D-alaniini, D-Pal(3) (4)

13,0 g (55 mmoolia) N-asetyyli-3-(3-pyridyyli)-D-
alaniinin etyyliesteris kuumennettiin ybn ajan 100 ml:n
kanssa 6 N HCl:a palautusj4shdyttden. Liuotin poistettiin
tyhjdssd. Lisittiin 15 mg etanolia jJa t&md poistettiin
tyhjossd. Témé etanolikisittely toistettiin viels kaksi
kertaa. J&innds uudelleenkiteytettiin 90 % etanolista,
jolloin saatiin 13,0 g (54 mmoolia, 98 %) amiinihydroklo-
ridia. Sulamispiste 237 - 239 °C (hajoaa) (kirjallisuuden
mukaan 253 - 256 °C).

Vaihe 5, N-Boc-3-(3-pyridyyli)-D-alaniini,

Boc-D-Pal(3) (3)

13,0 g (54 mmoolia) ylli kuvattua D-Pal(3):a lai-
mennettiin 50 ml:1la H,0:t4. Lis&ttiin 50 ml tetrahydro-
furaania ja 30 ml (214 mmoolia) trietyyliamiinia. T&h&n
seokseen lis&ttiin sekoittamisen aikana tunnin vdliajoin
4 x 5 g:n osia Boc,0 (90,7 mmoolia). Sen j4dlkeen kun oli
sekoitettu kaikkiaan 6 tunnin ajan, poistettiin tetrahyd-
rofuraani tyhjdss#. Ylim&&rs dikarbonaattia poistettiin
heksaanin avulla. Vesikerroksen pH-arvo sdddettiin 6 N
HCl:n avulla 4:ksi ja sit#d uutettiin sitten 4 x 100 ml:n
osilla etyyliasetaattia. Etyyliasetaattiuutteet yhdistet-
tiin ja takaisinuutettiin 2 x 5 ml:n osilla kylldstettys
suolaliuosta. Kuivattiin Na,SO,:n avulla, suodatettiin Jja
liuvotin poistettiin tyhjbssi. J&4nnds uudelleenkiteytet-
tiin tolueenista, jolloin saatiin 8,4 g (31 mmoolia,

57 %) Boc-D-Pal(3):a, jonka sulamispiste oli 141 - 142 °C
(hajoaa) (kirjallisuuden mukaan 135 - 136 °c).
Peptidihartsien valmistus

Manuaaliseen synteesiin tarkoitettuun reaktioas-
tiaan, jonka vetdvyys oli suunnilleen 60 ml:; pantiin 1 g
(1,1 mmoolia) bentshydryyliamiini HCl-hartsia. Annettiin
paisua 2 tunnin ajan 20 ml:ssa DCM:a Jja suodatettiin sit-
ten. Sen j&lkeen lis#ttiin hartsin joukkoon 15 ml 10 %
DIEA/DCM:a, ravistettiin 2 minuutin ajan ja suodatettiin.
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Viimeksi mainittu kdsittely toistettiin vield kaksi ker-
taa. Boc-aminohapot liitettiin etuk&teen muodostettuina
HOBt-estereind tdh#n hartsiin vdhitelleen kuten on esi-
tetty taulukossa 3. Vaiheet 1 - 12 muodostavat yhden ami-
nohappojddnntksen kytkentdsyklin. Kymmenen perdkkdisen
syklin avulla saatiin vapaan D-Nal(2)-jadnndksen p&dttdma
dekapeptidiamidihartsi. T&m# peptidihartsi asetyloitiin
kuten on kuvattu vaiheissa 2e ja 2f, poistettiin sitten
reaktioastiasta, pestiin DCM:1lla ja n-heksaanilla ja kui-
vattiin tyhj®ssd, jolloin saatiin 2,9 - 3,0 g haluttua
seuraavien rakenteiden mukaista asetyylidekapeptidiamidi-
hartsia?®:

1. Ac-D-Nal(2)-D-Phe(4Cl)-D-Trp-Ser(Bzl)-Tyr(DCB)-
D-Cit-Leu-Arg(Tos)-Pro-D-Ala-NH-HARTSI SB-030:n tapauk-
sessa;

2. Ac-D-Nal(2)-D-Phe(4Cl)-D-Pal(3)-Ser(Bzl)-
Tyr(DCB)-D-Cit-Leu-Arg(Tos)-Pro-D-Ala-NH-HARTSI SB-075:n
tapauksessa;

3. Ac-D-Nal(2)-D-Phe(4Cl)-D-Pal(3)-Ser(Bzl)-
Tyr(DCB)-D-Hci-Leu-Arg(Tos)-Pro-D-Ala-NH-HARTSI SB-088:n
tapauksessa.

’SsB-088:a syntetisoitiin pienempi m&&ri (0,1866
mmoolia), peptidihartsia no. 3 ja saadun vapaan dekapep-
tidin raakaa HF-suolaa oli vastaavasti 410 mg ja 200 mg.
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Taulukko 4. Synteesiohjelma

Vaihe Reagenssi ja menetelmd Sekoitusaika
minuutteina

1 etukdteen valmistettu HOBt-esteri3,

kytkentd 90
2 ninhydriinikoe (5)4, kun palloset ovat

keskinkertaisen tai voimakkaan sinisii,

toistetaan vaiheet 1 + 2, heikosti si-

nisen vdrin tapauksessa jatketaan vai-

heilla 2a - 2f
2a MeOH (10 ml), pesu 1
2b 10 ¥ DIEA/DCM (10 ml), neutralointi 2
2c MeOH (10 ml), pesu 1
24 DCM (10 ml), (kolme kertaa) pesu 2
2e asetyyli—imidatsoli4, asetylointi 30
2f ninhydriinikoe, jos se on positiivi-

nen, toistetaan vaiheet 24 - 2f

MeOH (10 ml), (kaksi kertaa) pesu

DCM (10 ml), (kolme kertaa) pesu 2
5 50 % TFA/DM (10 ml), suojaryhmin

poisto 1
6 50 % TFA/DM (10 ml), suojaryhmén

poisto 30
7 IpOH (10 ml), pesu 1
8 10 % DIEA/DCM (10 ml), neutralointi 3
9 MeOH (10 ml), pesu 1
10 10 & DIEA/DCM (10 ml), neutralointi 3
11 MeOH (10 ml), pesu 1
12 DCM (10 ml), pesu 2

3Lukuunottamatta yhdistettd Boc-D-Cit valmistet-

tiin Boc-aminohappojen HOBt-esterit seuraavasti:
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3 mmol Boc-aminohappoa [Eoisin sanoen (mg:na)
D-Ala: 568, D-Pro: 646, Arg(Tos): 1 286, Leu: 748,

Tyr (DCB): 1 321, Ser(Bzl): 886, D-Hci: 865, D-Trp: 913 tai
D-Pal(3): 799, D-Phe(4Cl): 899, D-Nal(2): 946/ ja 460 mg
(3 mmol) HOBT.HZO:ta liuotettiin 1 ml:an DMF:a, laimen-
nettiin 2 ml:1la DCM:a, jd&hdytettiin 0 Oc:een ja annet-
tiin reagoida 0,6 ml:n (3,8 mmol) kanssa DIC:a 0 %°C:ssa
10 minuutin ajan; sen jdlkeen lisdttiin hartsiin huuhdel-
len 4 x 1 ml:1la DCM:a. Boc-D-Cit:n tapauksessa liuotet-
tiin HOBt.HZO 3 ml:an Boc-D-Cit-perusliuosta, annettiin
reagoida DIC:n kanssa kuten ylld, sitten sekoitettiin
hartsin joukkoon k&yttden 1 x 1 ml DMF:a ja 3 x 1 ml:n
DCM-huuhtelua.

4Cit:a sisdltdvien peptidihartsien tapauksessa on
kokeen tulos negatiivinen, kun palloset ovat valkeita (tai
heikosti keltaisia) ja liuos on vdrjdytynyt sinipunerta-
vaksi. Boc-Arg(Tos):n tdydellinen kiinnittyminen Pro-jddn-
n8kseen, joka on liittyneend hartsiin, voidaan tarkistaa
kdyttdm&lli isatiinireagenssia (2,5 g isatiinia, 20 g fe-
nolia, 30 g bentsyylialkoholia ja 2,5 g Boc-Phe:a); ko-
keen tulos on negatiivinen, kun palloset ovat valkeita
(tai heikosti keltaisia, mutta eivdt sinisid) sen jdlkeen
kun on pesty 3 - 4 kertaa asetonilla.

40,34 g:n imidatsolia liuotettuna 2 ml:an DCM:a
annettiin reagoida 0,5 ml:n kanssa etikkahapon anhydridid
0 ©C:ssa 2 minuutin ajan ja lisdttiin sitten hartsin
joukkoon kdyttden 3 x 2 ml:n DCM-huuhtelua.

Vapaiden dekapeptidiamidien valmistus

Lohkaisu ja suojauksen poisto

Kutakin peptidihartsia kdsiteltiin 3 ml:lla m-
kresolia ja suunnilleen 30 ml:lla fluorivetyd (HF) 0
OC:ssa 45 minuutin ajan. Sen j&lkeen kun HF oli poistet-
tu suurtyhj®ssi, hierrettiin jdljelld olevaa peptidihart-
sia kuivan dietyylieetterin kanssa, suodatettiin, pes-
tiin dietyylieetterilld ja peptidi uutettiin sitten seu-

raavasti:
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1. 50 % etikkahappo ja DMF (2 - 2 x 20 ml) SB-
030:n tapauksessa;

2. 50 % etikkahappo (3 x 15 ml) SB-075:n ja SB-
088:n tapauksessa;

ja erotettiin hartsista suodattamalla. Peptidi-
liuos haihdutettiin tyhj&ssi ja j&4&nnSst& hierrettiin di-
etyylieetterin kanssa, suodatettiin, pestiin dietyylieet-
terilld ja kuivattiin, jolloin saatiin 1,2 - 1,3 g HF-
suolaa raakojen dekapeptidien kanssaz, puhtauden ollessa
70 - 85 &.

Puhdistus

Raaka peptidi puhdistettiin k#ytti#m&ll4 Beckman
Prep-350 -preparatiivista HPLC-systeemid. Erottumiset
saatiin tapahtumaan 41,5 x 250 mm:n Dynamax-pylvddssi,
Jossa oli pakattuna pallomaista Clg—silikageelié (huokos-
koko 300 A, osasten suuruus 12 Pm) (RAININ Inc. Co.
Woburn, MA).

Raaka SB-030 lis&dttiin pylvididseen 30 % muurahais-
happoliuoksessa, kun sen sijaan raaka SB-075 ja SB-088
liuotettiin 30 % etikkahappoon. Kiytettiin painegradient-
tieluutiota. Liuotin A oli 0,1 % TFA:n vesiliuos ja liuvo-
tin B oli 0,1 % TFA 70 % asetonitriilin vesiliuoksessa.
Painevirtausnopeus oli 35 ml/min. Pylvd&n eluointia val-
vottiin vaihdeltavissa olevan aallonpituuden UV-detekto-
rin avulla (Beckman tyyppi 163) 220 nm:n aallonpituudel-
la.

Puhtaiden dekapeptidiamidien mi&dri ja yleensd saa-
dut saannot olivat seuraavat:

l. 600 mg (34 %) SB-030:a,

2. 960 mg (52 %) SB-075:ti ja

3. 140 mg (45 %) SB-088:a (katso alaviite 2), jol-
loin puhtaus oli >95 %.

Analyyttinen HPLC

HPLC-analyysi suoritettiin Hewlett-Packard malli

1090 -nestekromatografian avulla. Peptidindytteet kroma-
tografoitiin 4,6 x 250 mm:n W-Porex 5 um - C,g-Pylvddssd
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(Phenomex, Rancho Palos Verdes, CA) ldpivirtausnopeudel-
la 1,2 ml/min kdyttden painegradienttieluutiota liuotti-
milla A ja B (raakandytteiden kromatogrammeja on liitet-
ty mukaan).

Aminohappoanalyysi

Peptidindytteitd hydrolysoitiin 110 Oc:ssa 20 tun-
nin ajan tyhjennetyissd, suljetuissa putkissa kdyttden 4
M metaanisulfonihappoa, jossa oli 0,2 % 3-(2-aminoetyyli)-
indolia, ja hydrolysaatin aminohappokoostumus mddritet-
tiin Beckman 6300 -aminohappoanalysaattorissa.

Oheisessa taulukossa on osoitettu LHRH-analogien
affiniteetti aivolisikerauhasta kohtaan tai ihmisen nisd-
sybpdmembraanin reseptoreita kohtaan, mddritettynd kdyt-
tden radioaktiivisuudella merkittyd LHRH:a tai radioak-
tiivisuudella merkittyd D-TrpG—LHRH:a.

Radiocaktiivisuudella merkittyd LHRH:a k&yttden
suoritetut mittaukset (A) osoittavat, ettd SB-075:118 il-
menee suurin affiniteetti aivolisdkerauhasen reseptorei-
ta kohtaan, toisin sanoen sill& on suurin kyky syrjdyttdd

LHRH, mik3 on LHRH:n antagonistien pddtuntomerkki. Toi-

' saalta n#yttdi SB-088 osoittavan erityisen suurta affini-

teettia ihmisen nisdsySpdmembraanin reseptoreita kohtaan
kummassakin kokeissa (A + B).
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Synthesis, toinen painos. Pierce Chemical Company, Rock-
ford Illionois, 1984°.
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Esimerkki 1
Kaavan Ac-D-Nal(2)-D-Phe(4-Cl)-D-Trp-Ser-Tyr-D-

Hci-Leu-Arg-Pro-D—Ala-NH2 mukainen peptidi

Synteesi tapahtuu védlipeptidistd Ac-D-Nal(2)-Pro-
D-Phe(4—Cl)-D—Trp—Ser-Tyr-D—Lys—Leu-Arg-Pro-D-Ala-NH2.
Témd vdlipeptidi rakennettiin asteittain n. 0,6 mekv.
NH2/g sisdltdvddn bentshydryyliamiinihartsiin kiinnit-
tyneend Beckman 990 -syntetisaattorissa aloittaen Boc-
D-Ala:1lla alla kuvatun menetelm3n mukaan.

Kytkeminen suoritetaan ohjeen A mukaan seuraavasti:

Ohje A
Reagenssi Sekoitusaika
(minuutteja)
1. Boc-aminohappo 60 - 90

(2 - 3 mmoolia/g hartsia)
+ ekviv. mddrd DIC:&

2. MeOH (kaksi kertaa)
CH2C12 (kaksi kertaa)

Suojaryhmien poisto suoritetaan ohjeen B mukaan

seuraavasti:

Ohje B
Reagenssi Sekoitusaika

(minuutteja)

4. 50 $ TFA/1 % etaaniditioli

CH2C12:ssa (kaksi kertaa) 15 + 15
5. IpOH/1 % etaaniditioli 1
6. 10 & TEA CHZClz:ssa 2
7. MeOH 1
8. 10 § TEA CHZClz:ssa 2
9. MeOH (kaksi kertaa) 1 +1
10. CH2C12 (kaksi kertaa) 1 +1




10

15

20

25

30

35

34

Lyhyesti sanottuna kdytetddn Boc:d g-aminoryhmien
suojaamiseen. Tos:d kdytetddn suojaamaan Arg:n guanidi-
noryhmdd. DCB:d kdytetddn Tyr:n fenolisen hydroksyyli-
ryhmdn suojaryhmdnd ja Ser:n OH-ryhmd suojataan BzL:n
avulla. K&dytetddn suojattujen aminohappojen kaksin- - kol-
minkertaista ylimd&r&d perustuen bentshydryyliamiinihartsin
NHz—pitoisuuteen plus yhteen ekvivalenttiin DIC:& CH2C1
CH,C1

2772
aminohapon liukoisuuden mukaan, kahden tunnin ajan.

2
:ssa tai 10 - 50 % DMF/CH2C12:ssa, kulloinkin Boc-

N-terminaalinen asetylointi suoritetaan kdytté&en
etikkahapon anhydridin 50-kertaista ylimddr&a CH2C12:ssa
0,5 tunnin aikana. N&in saadulla suojatulla vd@lipeptidil-
18 on seuraava kokoonpano:

Ac-D-Nal (2) -D-Phe (4-C1) -D-Trp-Ser (X ) -Tyr- (X°) -D-
Lys(X6)-Leu~Arg(X8)-Pro—D—Ala—NH-X10
X5 on DCB, X6 on Z(2-Cl), X8 on Tos ja Xlo on hartsiin

kuuluva bentshydryyliryhmd.

, Mmissd X4 on Bzl ja

Suojatun peptidihartsin pilkkomiseksi ja suojauk-

sen poistamiseksi siitd sitd k&sitellddn 1,4 ml:1lla m-
kresolia ja 15 ml:1lla fluorivetyd grammaa kohden peptidi-
hartsia 0,5 tunnin ajan 0 Oc:ssa ja 0,5 tunnin ajan huo-
neen ldmpdtilassa. Sen jdlkeen kun fluorivety on poistet-
tu suurtyhj&ssd peptidihartsi pestddn dietyylieetterilld
ja peptidi uutetaan sitten DMF:1lla ja erotetaan hartsista
suodattamalla. DMF-liuos konsentroidaan sitten suurtyhj&s-
sd pieneen tilavuuteen ja sitd hierretdln sitten dietyyli-
eetterin kanssa. Ndin saatu raakatuote puhdistetaan yll&d
kuvatulla tavalla valmistavan HPLC:n avulla. Ndin saadaan
yll8 annetun kaavan mukainen puhdas vapaa vdlipeptidi,

jossa X4, XS, X6, X8 ja x10

merkitsevdt vetyd.

Vapaan, D-Lys(XG):n sisdltdvdn vdlipeptidin anne-
taan sitten reagoida huoneen ldmpdtilassa kaliumsyanaatin
kanssa 80 % DMF:n vesiliuoksessa (81 mg KCNO/ml; aika:

24 tuntia). Sen jdlkeen kun liuotin on poistettu suurtyh-
j&ssd seuraa reaktiotuotteen puhdistus preparatiivisen
HPLC:n avulla; ndin saadaan haluttu D-Hci:n sisdltdvd

peptidi.
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Ndin saatu D-Hci:n sisdltdvi peptidi on oleellises-
ti puhdas (95 %:iin saakka). HPLC-analyysi suoritetaan
Hewlett-Packard 1090A -gradienttinestekromatografiasys-
teemissd PHENOMENEX (W-Porex 5C18) -pylviissi ja eluoidaan
livottimilla, joista A on: 0,1 $ TFA, B: 0,1 % TFA 70 %
CH3CN:ssa, kdyttden gradienttia 30 - 60 % 30 minuutissa.
Halutulla peptidilld ilmenee HPLC-retentiocaika (retention
time) 28,2 minuuttia.

Peptidien puhdistaminen suoritetaan Beckman Prep-
350-gradienttinestekromatografissa kdyttden 41,4 x 250
mm:n kolonnia, jossa on preparatiivinen, kd&&nteinen DYNEMAX
Cl8 -faasi (300 A, 12 um), ja livottimia, joista A on:
0,1 % TFA ja B: 0,1 % TFA 70 % CH,CN:ssa, ja kdyttden
painegradienttia 45 - 60 % 30 minuutissa. Puhdas peptidi,
joka on saatu TFA-suolan muodossa, voidaan haluttaessa
muuttaa asetaattimuotoon, nimitti#in saattaen asetaatti-
muotoon johtamalla AG3X (Bio-Rad) -pylviin l&vitse ja
sen jdlkeen lyofilisoiden.

Esimerkki II

Ac-D-Nal (2) -D-Phe (4-Cl) -D-Trp-Ser-Tyr-D~Hci (etyy-
li)-Leu—Arg—Pro-D-Ala—NH2

Valmistaminen tapahtuu vastaavasta vdlipeptidis-

td, joka sisdltdd 6-asemassa D-Hci(etyyli):n asemesta
aminohapon D-Lys, vastaavalla tavalla kuin esimerkissi
I antamalla reagoida N-etyyli-isosyanaatin kanssa (0,1
mg 10 ml:ssa 1 g:a kohden vilipeptidis) DMF:ssa 0 - 10
©C:ssa 10 tunnin aikana. Retentioaika (retention time)
on 30,8 minuuttia.

Esimerkki III

Peptidin Ac-D-Nal(2)-D-Phe(4-Cl)-D-Trp-Ser-Tyr-

D-Cit-Leu-Arg-Pro-D—Ala—NH2 synteesi suoritetaan esi-

merkissd I kuvatulla tavalla. Liht®8peptidi sisHlt&& 6-
asemassa Boc-D-Orn(Z):n Boc-D-Lys/Z(2-Cl)7:n asemesta,
jota kdytetddn esimerkissd I. T&mi ldhtdpeptidi valmiste-
taan vastaavasti kuin esimerkissi I. Retentioaika 27,8

minuuttia. L&htOpeptidin retentioaika 25,5 minuuttia.
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Esimerkki IV

Ac-D-Nal (2) -D-Phe (4-Cl) -D-Trp-Ser-Tyr-D-Cit (etyy-
li)-Leu—Arg-Pro-D-Ala-NH2

Tdmid peptidi valmistetaan Ac-D-Nal(2)-Phe(4-Cl)-

D—Trp-Ser—Tyr-D-Orn—Leu-Arg-Pro—D—Ala-NH2:sta ja N-etyyli-
isosyanaatista DMF:ssa (0,1 mg 10 ml:ssa grammaa kohden
vdlipeptidi&d) 0 - 10 Oc:ssa esimerkin III mukaisesti.
Reaktioaika 10 tuntia. HPLC-retentioaika 30,4 minuuttia.

Esimerkki V

Peptidin Ac-D-Phe (4-Cl)-D-Phe (4-Cl)-D-Trp-Ser-Tyr-
D—Hci—Leu-Arg-Pro-D-Ala-NH2 synteesi suoritetaan esimer-
kissd I kuvatulla tavalla, silld poikkeuksella, ettd l&h-
t8peptidin l-asemaan sijoitetaan Boc-D-Phe(4-Cl) Boc-D-

Nal(2):n asemesta, jolloin saadaan vdlitt&m&nd l&htSpep-
tidind Ac-D-Phe(4-Cl)-D-Phe(4-Cl)-D-Trp-Ser-Tyr-D-Lys-Leu-
Arg—Pro-D—Ala-NHz. Retentiocaika 26,6 minuuttia; l&htOpep-
tidin, jossa on Ac l-asemassa, retentioaika: 24,0 minuut-
tia.

Esimerkki VI

Ac-D-Phe (4-Cl) -D-Phe (4-Cl) -D-Trp-Ser-Tyr-D-Hci-

(etyyli)-Leu—Arg—Pro-D—Ala—NH2

LihtSpeptidi on Ac-D-Phe(4-Cl)-Phe(4-Cl)-D-Trp-
Ser—Tyr—D—Lys—Leu-Arg—Pro-D-Ala-NH2 (katso esimerkki V),
jonka annetaan reagoida N-etyyli-isosyanaatin kanssa
(0,1 mg 10 ml:ssa grammaa kohden lZhtdpeptidid) 0 - 10
Oc:ssa DMF:ssa. Reaktioaika 10 tuntia. HPLC-retentio-
aika: 29,2 minuuttia.

Esimerkki VII

Peptidin Ac-D-Phe (4-Cl)-D-Phe (4-Cl)-D-Trp-Ser-Tyr-

D—Cit—Leu-Arg—Pro—D-Ala-NH2 synteesi suoritetaan kuten

on kuvattu esimerkissid I, silld poikkeuksella, ettd Boc-
D-Phe (4-Cl) sijoitetaan Boc-D-Nal(2):n asemesta l-ase-
maan ja Boc-D-Orn(Z) Boc-D-Lys/Z(2-Cl)7:n asemesta 6-ase-
maan, niin ettd vdlittdm&nd l&htSpeptidind saadaan Ac-
D-Phe (4-Cl) -D-Phe (4-Cl) -D-Trp-Ser-Tyr-D-Orn-Leu-Arg-Pro-

D-Ala-NH2 (retentioaika 24,0 minuuttia), jonka annetaan
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sitten reagoida esimerkin I mukaisesti KCNO:n kanssa.
HPLC-retentiocaika 26,3 minuuttia.

Esimerkki VIII

Ac-D—Phe(4-C1)-D-Phe(4-Cl)-D-Trp-Ser—Tyr-D-Cit—
(etyyli)-Leu-Arg—Pro-D—Ala-NH2

LidhtSpeptidi on Ac-D-Phe (4-Cl1) -D-Phe (4-C1) -D-Trp-
Ser-Tyr-D-Orn-Leu-Arg-Pro-D-Ala—NH2 (katso esimerkki VII),

jonka annetaan reagoida N-etyyli-isosyanaatin kanssa
DMF:ssa (0,1 mg 10 ml:ssa grammaa kohden l&htdpeptidid)
0 - 10 °C:ssa 10 tunnin ajan. HPLC-retentioaika 28,6 mi-
nuuttia.

Esimerkki IX

Peptidin Ac—D-Nal(2)-D-Phe(4-Cl)-D-Trp-Ser-Tyr-D-
Hci-Leu—Arg-Pro-Gly—NH2 synteesi suoritetaan esimerkin

I mukaisesti. Saadulla peptidill# ilmenee HPLC-retentio-
aika 27,4 minuuttia.

Esimerkki X

Ac-D—Nal(2)-D-Phe(4-Cl)—D—Trp—Ser-Tyr-D—Hci(etyy-
li)—Leu-Arg—Pro-Gly-NH2

Ldhtdpeptidi on: Ac-D-Nal(2)-Phe(4-Cl) -D-Trp-Ser-

'Tyr-D—Lys—Leu-Arg-Pro-Gly-NHz (katso esimerkki IX), jonka

annetaan reagoida N-etyyli-isosyanaatin kanssa DMF:ssa
(0,1 mg 10 ml:ssa grammaa kohden ldhtpeptidid) 0 - 10
°C:ssa 10 tunnin ajan. HPLC-retentioaika 30,0 minuuttia.
Esimerkki XI
Ac—Pro—D—Phe(4-Cl)-D-Trp-Ser-Tyr-D—Hci-Leu-Arg—
Pro-D-Ala-NH2
Lahtbpeptidi on: Ac-Pro-D-Phe (4-Cl)-D-Trp-Ser-Tyr-
D—Lys—Leu-Arg-Pro-D-Ala—NH2 (retentioaika 16,8 minuuttia),

jonka annetaan reagoida esimerkin I mukaisesti kaliumsya-
naatin kanssa. LihtSpeptidi saadaan vastaavasti kuin esi-
merkissd I, silld poikkeuksella, ettd Boc-Pro sijoitetaan
Boc-D-Nal(2):n asemesta l-asemaan. HPLC-retentioaika 19,3

minuuttia.
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Esimerkki XII

Ac-Pro-D-Phe (4-Cl) -D-Trp-Ser-Tyr-D-Hci(etyyli)-Leu-
Arg-Pro-D-Ala—NH2

LihtSpeptidi on: Ac-D-Pro-Phe(4-Cl)-D-Trp-Ser-Tyr-
D—Lys-Leu-Arg-Pro-D-Ala-NH2 (katso esimerkki XI), jonka
annetaan reagoida N-etyyli-isosyanaatin kanssa DMF:ssa
(0,1 mg 10 ml:ssa grammaa kohden l1ihtdpeptidid) 0 - 10
Oc:ssa 10 tunnin ajan. HPLC-retentioaika 22 minuuttia.

Esimerkki XIII

Ac-Pro-D-Phe (4-Cl) -D-Trp-Ser-Tyr-D-Cit-~Leu-Arg-Pro-
D-Ala—NH2

LihtSpeptidi on: Ac-Pro-D-Phe(4-Cl)-D-Trp-Ser-Tyr-
D—Orn-Leu—Arg-Pro-D-Ala—NH2 (retentioaika 16,85 minuuttia),

jonka annetaan esimerkin I mukaisesti reagoida kaliumsya-
naatin kanssa. L#htSpeptidi saadaan myds vastaavasti kuin
esimerkissid I, silld erotuksella, ettd Boc-Pro sijoitetaan
Boc-D-Nal(2):n asemesta l-asemaan ja Boc-D-Orn(Z) Boc-D-
Lys/Z(2-Cl)7:n asemesta 6-asemaan. HPLC-retentioaika 18,8
minuuttia.

Esimerkki XIV

Ac-Pro-D-Phe (4-Cl) -D-Trp-Ser-Tyr-D-Cit (etyyli) -
Leu—Arg-Pro-D—Ala—NH2

LihtSpeptidi on: Ac-Pro-D-Phe(4-Cl)-D-Trp-Ser-Tyr-
D-Orn—Leu-Arg-Pro-—D-—Ala-NH2 (katso esimerkki XIII), Jjonka

annetaan esimerkin VI mukaisesti reagoida N-etyyli-isosya-
naatin kanssa. HPLC-retentioaika 24,9 minuuttia.

Esimerkki XV

Ac-D-Phe-D-Phe (4-Cl) -D-Trp-Ser-Tyr-D-Hci-Leu-Arg-
Pro-D-Ala-NH2

Lihtbpeptidi on: Ac-D-Phe-Phe (4-Cl) -D-Trp-Ser-Tyr-

D—Lys-Leu—Arg-Pro-D—Ala-NH2 (retentioaika 20,8 minuuttia),
jonka annetaan esimerkin I mukaisesti reagoida kaliumsya-
naatin kanssa. Liht8peptidi saadaan vastaavasti kuin esi-
merkissi I, jolloin kuitenkin l-asemaan sijoitetaan Boc-

D-Nal(2):n asemesta aminohappoj&&nnds Boc-D-Phe. HPLC-re-

tentioaika 23,4 minuuttia.
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Esimerkki XVI

Ac-D-Phe-D-Phe (4-Cl) -D-Trp-Ser-Tyr-D-Hci(etyyli) -
Leu-Arg—Pro-D-Ala-NH2

L&ht&peptidi on: Ac-D-Phe-D-Phe(4-Cl)-D-Trp-Ser-
Tyr-D-Lys-Leu-Arg-Pro—D-Ala-NH2 (katso esimerkki XV), jon-

ka annetaan reagoida N-etyyli-isosyanaatin kanssa DMF:ssa
(0,1 mg 10 ml:ssa grammaa kohden l&ht8peptidid) 0 - 10
®c:ssa 10 tunnin ajan. HPLC-retentioaika 26,0 minuuttia.
Esimerkki XVII
Ac-D-Phe-D-Phe (4-Cl) -D-Trp-Ser-Tyr-D-Cit-Leu-Arg-
Pro-D-Ala—NH2
LdhtOpeptidi on: Ac-D~-Phe-D-Phe(4-Cl)-D-Trp-Ser-
Tyr-D-Orn-Leu-Arg-Pro-D-Ala—NH2

tia), jonka annetaan esimerkin I mukaisesti reagoida ka-

(retentiocaika 21,0 minuut-

liumsyanaatin kanssa. L&htOpeptidin valmistus tapahtuu
esimerkin I mukaisesti silld erotuksella, ettd Boc-D-
Nal(2):n asemesta sijoitetaan l-asemaan Boc-D-Phe ja Boc-
D-Lys/Z(2-Cl)/:n asemesta 6-asemaan Boc-D-Orn(Z). HPLC-
retentioaika 23,1 minuuttia.

Esimerkki XVIII

Ac-D-Phe-D-Phe (4-Cl) -D-Trp-Ser-Tyr-D-Cit (etyyli) -
Leu-Arg-Pro-D—Ala—NH2

L&htbpeptidi on: Ac-D-Phe-D-Phe(4-Cl)-D-Trp-Ser-
Tyr-D-Orn—Leu-Arg—Pro-D-Ala-NH2 (katso esimerkki XVII),

jonka annetaan reagoida N-etyyli-isosyanaatin kanssa
DMF:ssa (0,1 mg 10 ml:ssa grammaa kohden ldht8peptidid)
0 - 10 °c:ssa 10 tunnin ajan. HPLC-retentioaika 25,4 mi-
nuuttia.

Esimerkki XIX

Esimerkki kaavan Ac-D-Nal(2)-D-Phe(4-Cl)-D-Trp-
Ser-Tyr—D—Hci—Leu-Arg-Pro—D-Ala-NH2 mukaisen peptidin

yleisestd valmistuksesta.

Tédmd peptidi valmistetaan asteittain kdyttden
bentshydryyliamiinihartsia, joka sisdltdd suunnilleen
1,0 moolia ekvivalenttisia aminoryhmid grammaa kohden,
kdyttden Beckman 990 -syntetisaattoria, jolloin aloite-
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taan Boc-D-Alasta. Kytkeminen tapahtuu esimerkissd I an-
netun ohjeen A mukaan. D-suojaryhmdn poistaminen suorite=-
taan esimerkissd I annetun ohjeen B mukaan. Muut olosuh-
teet ovat vastaavien esimerkissd I annettujen tietojen
mukaiset.

Ndin saatu suojattu vdlipeptidi on kokoonpanoltaan
seuraavanlainen:

Ac-D-Nal (2) -D-Phe (4-C1) -D-Trp-Ser (X}) -Tyr (x°) -D-
Hci—Leu-Arg(XB)—Pro—D—Ala—NHXlO, jolloin X4 = Bzl ja XS
= Bzb, X8 = Tos ja X10 on bentshydryyliryhm&, joka kuuluu
hartsiin.

Ndin saadun suojatun peptidin lohkaisu tapahtuu
esimerkin I mukaan kdyttden 1,4 ml m-kresolia ja 15 ml
fluorivetyd grammaa kohden peptidihartsia (0,5 tuntia
0 °C:ssa ja 0,5 tuntia huoneen l8mp&tilassa). Kaikki muut
toimenpiteet ovat esimerkissd I ilmoitetun mukaiset. Saa-
tu raakatuote puhdistetaan preparatiivisen HPLC-kromato-
grafian avulla. HPLC-analyysi suoritetaan esimerkin I mu-
kaisesti Hewlett-Packard 1090A -gradienttinestekromato-
grafiasysteemissd kdyttden Phenomenex-pylvdstd ja eluoi-
den seuraavilla liuottimilla:

Liuotin A: 0,1 % TFA, liuotin B: 0,1 % TFA 70 %
CH3CN:ssa kdyttden gradienttia 35 - 75 % 30 minuutissa.
Saadun peptidin, jossa on 6-asemassa D-Hci, HPLC-retentio-
aika on 22,9 minuuttia. Lisdpuhdistus tapahtuu Beckmann-
Prep-350-gradientti-nestekromatografissa esimerkin I mu-
kaisesti.

Esimerkki XX

Peptidi HZN-CO-D-Nal(Z)-D-Phe(4—Cl)-D-Trp-Ser-Tyr-

D—Hci—Leu-Arg-Pro-D-Ala-NH2 saadaan esimerkin XIX mukai-

sesti silld erotuksella, ettd Boc-D-Nal(2):n asemesta si-
2N-CO-D-Nal(Z) ja N-terminaalista
asylointia ei suoriteta. HPLC~retentioaika 24,0 minuuttia.
Esimerkki XXI
Peptidin Ac-D-Nal(2)-D-Phe(4-Cl)-D-Trp-Ser-Tyr-D-
Cit-Leu-Arg-Pro-D-Ala-NH

joitetaan l-asemaan H

2 synteesi tapahtuu kuten on ku-
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vattu esimerkissd XIX silld poikkeuksella, ettd Boc-D-Cit
sijoitetaan asemaan 6 Boc-D-Hci:n asemesta. Halutulla
peptidilld on HPLC-retentioaika 22,5 minuuttia.

Esimerkki XXII

Ac-D-Phe (4-Cl) -D-Phe(4-Cl) -D-Trp-Ser-Tyr-D-Hci-Leu-
Arg-Pro-D—Ala-NH2

Valmistus esimerkin XIX mukaisesti sill¥ erotuksel-

la, ettd Boc-D-Phe(4-Cl) sijoitetaan l-asemaan Boc-D-
Nal(2):n asemesta. HPLC-retentioaika 24,0 minuuttia.
Esimerkki XXIII
Ac-D-Phe (4-Cl) -D-Phe (4-C1) -D-Trp-Ser-Tyr-D-Cit-
Leu—Arg-Pro—D-Ala—NH2

Valmistus tapahtuu esimerkin XIX mukaisesti silli

erotuksella, ettd Boc-D-Phe(4-Cl) sijoitetaan Boc-D-
Nal(2):n asemesta l-asemaan ja Boc-D-Cit Boc-D-Hci:n ase-
mesta 6-asemaan. Saadun peptidin retentioaika on 20,8 mi-
nuuttia.

Esimerkki XXIV

Ac-D-Nal (2) -D-Phe (4-Cl) -D-Trp-Ser-Tyr-D-Hci-Leu-
Arg-Pro-Gly-NH2

Valmistus tapahtuu esimerkin XIX mukaisesti, silli

erotuksella, ettd Boc-Gly sijoitetaan 10-asemaan Boc-D-
Ala:n asemesta. Saadun peptidin HPLC-retentioaika on 22,4
minuuttia.

Esimerkki XXV

Ac-D-Nal (2) -D-Phe (4-Cl) -D-Pal(3) ~Ser-Tyr-D-Hci-
Leu—Arg—Pro—D-Ala-NH2

Valmistus tapahtuu esimerkin XIX mukaisesti silli

erotuksella, ettd Boc-D-Pal(3) sijoitetaan Boc-D-Trp:n
asemesta 3~asemaan. Saadun peptidin HPLC-retentioaika on
13,6 minuuttia.

Esimerkki XXVI

Ac-D-Nal-D-Phe(4-Cl)-D-Pal(3)-Ser-Tyr-D-Cit-Leu-
Arg-Pro-—D—Ala-NH2

Valmistus tapahtuu esimerkin XIX mukaisesti silli

erotuksella, ettd Boc-D-Cit sijoitetaan D-Hci:n asemesta
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6-asemaan ja Boc-D-Pal(3) Boc-D-Trp:n asemesta 3-asemaan.
Saadun peptidin HPLC-retentioaika on 13,3 minuuttia.
Esimerkki XXVII
Peptidin HZN-CO-D-Nal(2)-D—Phe(4—Cl)-D-Pa1(3)-Ser-
Tyr-D-Cit—Leu-Arg-Pro-D—Ala-NH2 synteesi suoritetaan ku-
ten on kuvattu esimerkissi XIX, silli erotuksella, ettd

Boc-D-Cit sijoitetaan Boc-D-Hci:n asemesta asemaan 6,
Boc-D-Pal(3) sijoitetaan Boc-D-Trp:n asemesta asemaan 3
ja N-terminaalinen asetylointi j&tet&d&n pois. Ndin saadaan
vdlipeptidi: H-D-Nal(2)-D-Phe(4-Cl)-D-Pal(3)-Ser-Tyr-D-
Cit—Leu-Arg—Pro-D-Ala-NHz. Nidin saadun vapaan peptidin an-
netaan sitten reagoida kaliumsyanaatin kanssa 80 % DMF:n
vesiliuoksessa (81 mg KOCN/300 mg peptidi&/ml) huoneen
ldmp&tilassa 24 tunnin ajan. Sen jélkeen kun on haihdutet-
tu suurtyhj8ssid, reaktioseos puhdistetaan preparatiivisen
HPLC:n avulla. N3din saadun peptidin HPLC-retentioaika on
14,4 minuuttia.

Esimerkki XXVIII

H.N-CO-D-Nal (2)-D-Phe (4-Cl)~-D-Pal(3)-Ser-Tyr-D-Hci-

2
Leu-Arg-Pro-D-Ala-NH, valmistetaan esimerkin XIX mukaises-

ti silld erotuksella, ettd Boc-D-Pal(3) sijoitetaan Boc-
D-Trp:n asemesta asemaan 3 ja ettd N-terminaalinen asety-
lointi jdtet#&n pois. N&in saadaan vdlipeptidi H-D-Nal(2) -
D—Phe(4-Cl)-D—Pal(3)-Ser—Tyr—D—Hci—Leu—Arg-Pro-D—Ala—NH2.
Niin saadun vapaan peptidin annetaan sitten reagoida ka-
liumsyanaatin kanssa DMF:n vesiliuoksessa (81 mg KOCN/300
mg peptidi#/ml) huoneen l&mpStilassa 24 tunnin ajan. Sen
jdlkeen kun on haihdutettu suurtyhj&ssd, reaktioseos puh-
distetaan preparatiivisen HPLC:n avulla. Ndin saadun pep-
tidin HPLC-retentioaika on 14,7 minuuttia.

Esimerkki XXIX

Peptidin HZN-CO-D-Na1(2)—D-Phe(4-Cl)-D—Trp-Ser—
Tyr-D-Cit-Leu-Arg-Pro—D-AlaNH2 synteesi alkaa vdlipepti-
din H-D-Nal (2)-D-Phe (4-Cl) -D-Trp-Ser-Tyr-D-Cit-Leu-Arg-
Pro—D—Ala-NH2 valmistamisesta. Vdlipeptidin synteesi suo-

ritetaan kuten on kuvattu esimerkissd XIX, silld erotuk-
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sella, ettd Boc-D-Orn(Z) sijoitetaan asemaan 6 Boc-D-
Hci:n asemesta ja ettd N-terminaalinen asetylointi j&te-
tddn pois. Vapaan, 6-asemassa D-Orn:n sis#dlt&dvdn pepti-
din annetaan sitten reagoida kaliumsyanaatin kanssa 80 %
DMF:n vesiliuoksessa (162 mg KOCN/300 mg peptidi&/ml)
huoneen ldmp&tilassa 24 tunnin ajan. Sen jdlkeen on haih-
dutettu suurtyhj8ssd, reaktioseos puhdistetaan preparatii-
visen HPLC:n avulla. N&in saadun peptidin HPLC-retentio-
aika on 23,6 minuuttia.

Esimerkki XXX

Peptidin HZN-CO-D-Nal(2)—D-Phe(4-Cl)-D—Trp—Ser—
Tyr-D-Hci-Leu-Arg-Pro-D-Ala—NH2 synteesi alkaa vdlipep-
tidin H-D-Nal(2)-D-Phe(4-Cl)-D-Trp-Ser-Tyr-D-Lys-Leu-Arg-
Pro—D-Ala—NH2 valmistamisella. Vdlipeptidin synteesi suo-

ritetaan kuten on kuvattu esimerkissid XIX, silld erotuk-
sella, ettd Boc—D-LysLE(Z-C;7 sijoitetaan 6-asemaan Boc-
D-Hci:n asemesta ja ettd N-terminaalinen asetylointi j&-
tetdédn pois. Vapaan peptidin, joka sisdltii 6-asemassa
D-Lys:n, annetaan sitten reagoida kaliumsyanaatin kanssa
80 % DMF:n vesiliuoksessa (164 mg KOCN/300 mg peptidi&/ml)
huoneen ldmpdtilassa 24 tunnin ajan. Sen jilkeen kun on
haihdutettu suurtyhjdssd, reaktioseos puhdistetaan prepa-
ratiivisen HPLC:n avulla. N&din saadun peptidin HPLC-re-

tentiocaika on 14,0 minuuttia.
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Patenttivaatimukset

1. Menetelmd terapeuttisesti kdyttdkelpoisen pep-
tidin valmistamiseksi, jolla on kaava

X-R'-R*-R’-Ser-Tyr-R®-Leu-Arg-Pro-R'°-NH, (1)

jossa

X on asyyliryhm&, joka on saatu 1 - 7 hiiliatomia
sisdltivien, alifaattisten tai alisyklisten karboksyyli-
happojen suorista tai haarautuneista ketjuista, tai kar-
bamoyyliryhmd,

R! on D- tai L-Pro, D- tai L-A®-Pro, D-Phe,
D-Phe(4-Hl1), D-Ser, D-Thr, D-Ala, D-Nal(1l) tai D-Nal(2),

R’ on D-Phe tai D-Phe(4-Hl),

R® on D-Trp, D-Phe, D-Pal(3), D-Nal(l) tai
D-Nal(2),

R® on D-Cit, D-Hci, D-Cit(Q) tai D-Hci(Q) ja

R on Gly tai D-Ala,
jolloin H1 on fluori, kloori tai bromi ja Q on C,_ j;-alkyy-
1li, tai sen farmaseuttisesti hyvdksyttdvien happoadditio-
suolojen valmistamiseksi, tunne t t u siitd, ettd

peptidikemiassa tavallisen fragmenttikondensaation
avulla kondensoidaan vastaavat peptidifragmentit tai

peptidi rakennetaan asteittain l&htSaminohapoista
peptidikemiassa tavallisen fragmenttikondensaation avulla
tai

kaavan I mukaisessa peptidiss&, jossa R® on D-Orn
tai D-Lys, D-Orn:n tai D-Lys:n vapaa aminoryhm8 muutetaan
saattamalla reagoimaan alkalisyanatin kanssa tai yhdis-
teen kanssa, joka tuottaa syanaatin, tai C, ;-alkyyli-iso-
syanaatin kanssa ureidoryhmdksi ja

saadut peptidit mahdollisesti asyloidaan ja/tai
muutetaan amideiksi ja
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mahdollisesti muutetaan fysiologisesti vaaratto-
miksi happosuoloiksi.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd,
tunnettu siit¥, ettd suoritetaan asteittainen ra-
kentaminen, jolloin ensin sidotaan karboksyylip&sn amino-
happo, glysiini tai D-alaniini, tai niiden amidi, joissa
pysyvéd a-aminoryhm8 on suojattu, t&t# tarkoitusta varten
tavanomaiseen synteettiseen kantajaan kovalenttisesti,
a-aminon suojaryhmé lohkaistaan pois, n#in saatuun vapaa-
seen aminoryhm&#in sidotaan 14hinn# seuraava suojattu ami-
nohappo sen karboksyyliryhmin kautta, sitten jidlleen loh-
kaistaan t&midn toisen aminohapon a-aminon suojaryhmi
pois, tdh#&n sidotaan seuraava aminohappo ja t#l114 tavoin
askel askeleelta liitet#in syntetisoitavan peptidin muut
aminohapot oikeassa jérjestyksessd, ja kun kaikki amino-
hapot on liitetty valmis peptidi lohkaistaan pois kanta-
jasta ja mahdollisesti lohkaistaan pois lisdksi lidsni
olevat sivuryhmien suojaryhmit.

3. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelms,
tunnettu siit4, etti X on asetyyli- tai karba-
moyyliryhmd, R' on D-Nal(2), D- tai L-Pro, D-Phe tai
D-Phe(4-Cl), R’ on D-Phe(4-Cl) tai D-Phe(4-F) ja R® on
D-Trp tai D-Pal(3).

4. Jonkin patenttivaatimuksen 1 - 3 mukainen me-
netelmd, tunnettu siitd, etts X on asetyyli, R!
on D-Nal(2) tai D-Phe(4-Cl), R? on D-Phe(4-Cl), R® on
D-Trp tai D-Pal(3) ja R* on D-Ala.

5. Jonkin patenttivaatimuksen 1 - 4 mukainen mene-
telmd, tunnettu siitd, ettd X on asetyyli.

6. Jonkin patenttivaatimuksen 1 - 4 mukainen mene-
telmd, tunnettu siitd, ettd X on karbamoyyli.

7. Jonkin patenttivaatimuksen 1 - 6 mukainen mene-
telmd, tunnet tu siits, ettd R® on D-Cit tai
D-Hci.
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Patentkrav

1. Fdrfarande f6r framstdllning av en terapeutiskt
anvdndbar peptid med formeln

X-R*-R?-R’-Ser-Tyr-R°-Leu-Arg-Pro-R'’-NH, (1)

i vilken

X 4r en acylgrupp, som har erhdllits fran ogrenade
eller grenade kedjor av alifatiska eller alicykliska kar-
boxylsyror som innehdller 1 - 7 kolatomer, eller en kar-
bamoylgrupp,

R' &r D- eller L-Pro, D- eller L-aA?-Pro, D-Phe,
D-Phe(4-Hl1), D-Ser, D-Thr, D-Ala, D-Nal(l) eller
D-Nal(2),

R? 4r D-Phe eller D-Phe(4-Hl),

R® ar D-Trp, D-Phe, D-Pal(3), D-Nal(l) eller
D-Nal(2),

R® &r D-Cit, D-Hci, D-Cit(Q) eller D-Hci(Q) och

R!® 4r Gly eller D-Ala,
varvid H1 &r fluor, klor eller brom och Q &r C, ,-alkyl,
eller fdr framstdllning av ett farmaceutiskt godtagbart
syraadditionssalt ddrav, k 8 nne tec knat dérav,
att

motsvarande peptidfragment kondenseras med hjdlp
av i peptidkemi vanlig fragmentkondensation eller

peptiden bildas gradvis av utgangsaminosyror med
hjadlp av i peptidkemi vanlig fragmentkondensation eller

i peptiden med formeln I, i vilken R® 4r D-Orn el-
ler D-Lys, f&rvandlas den fria aminogruppen av D-Orn el-
ler D-Lys genom att bringa den att reagera med alkalicya-
nat eller med en férening som alstrar cyanat, eller med
C,.;-alkyl-isocyanat till en ureidogrupp och

de erhdllna peptiderna acyleras eventuellt och/el-
ler f6rvandlas till amider och
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férvandlas eventuellt till fysiologiskt ofarliga
syrasalt.

2. Fdrfarande enligt patentkrav 1, Kk 8 nn e -
tecknat dirav, att ett gradvist bildande utférs,
varvid aminosyran i karboxylé#ndan, glysin eller D-alanin,
eller en amid d&rav, i vilka den stabila a-aminogruppen
har skyddats, binds f&rst kovalent pd en f6r detta #nda-
mal konventionell syntetisk bdrare, skyddsgruppen i
a-amino-gruppen spjdlks av, pa den s& erh&llna fria ami-
nogruppen binds den ndrmast f6ljande skyddade aminosyran
via dess karboxylgrupp, direfter spjdlks skyddsgruppen i
a-amino i denna andra aminosyra av, pd denna binds den
ndarmast f&ljande aminosyran och pad detta sitt steg fo&r
steg kopplas de &vriga aminosyrorna i peptiden som skall
syntetiseras i ritt ordning, och n#dr alla aminosyror har
kopplats, spjidlks den fdrdiga peptiden fran biraren och
eventuellt spjdlks &ven de n#rvarande skyddsgrupperna i
sidogrupperna av.

3. Férfarande enligt patentkrav l, k&d&nne -
tecknat dirav, att X &r en acetyl- eller karba-
moylgrupp, R' &r D-Nal(2), D- eller L-Pro, D-Phe eller
D-Phe(4-Cl), R® &r D-Phe(4-Cl) eller D-Phe(4-F) och R® &r
D-Trp eller D-Pal(3).

4. Forfarande enligt nagot av patentkraven 1 - 3,
k&nnetecknat dirav, att X &r acetyl, R! &r
D-Nal(2) eller D-Phe(4-Cl), R® 4r D-Phe(4-Cl), R® &r
D-Trp eller D-Pal(3) och R!? &r D-ala.

5. Fdrfarande enligt ndgot av patentkraven 1 - 4,
kd&nnetecknat ddrav, att X &r acetyl.

6. Foérfarande enligt nadgot av patentkraven 1 - 4,
k&nnetecknat ddrav, att X &r karbamoyl.

7. Forfarande enligt nagot av patentkraven 1 - 6,
k&nnetecknat dirav, att R® &r D-Cit eller
D-Hci.
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